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Systfeme d'expression de proteines exogenes dans un systeme aviaire 
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La presente invention se rapporte a Putilisation d'une cellule aviaire pour la production 
d'une proteine exogene d'interet dans un animal appartenant a Tespece aviaire, ladite 
cellule etant transformee par un vecteur d' expression comprenant le gene codant pour 
10 ladite proteine, ladite cellule etant introduite soit dans la cavite sub-germinale d'un 
embryon, la circulation sanguine de l'embryon ou servant de source de noyau pour le 
transfert nucleaire dans un ovocyte 6nncl66 ou non, ou dont les chromosomes ont ete 
d&ruits. 

15 Traditionnellement, les premiers principes pharmaceutiques £taient obtenus par 
extraction k partir de tissus de differentes origines tant v£g6tales, animales que meme 
humaines. Trois principaux facteurs ont contribue a la mise en place de substituts a cette 
technique d'extraction. La rarefaction des tissus en raison de l'augmentation de la 
demande, les risques inh£rents aux derives animaux et humains ont augment^, avec 

20 1'apparition ou V identification de nouvelles pathologies, notamment virales et non 
conventionnelles. Enfin et surtout, la recherche et 1'utilisation des decouvertes des 
differentes branches de la biologie (biochimie, biologie moteculaire ...) ont permis de 
decouvrir et done de satisfaire la demande sans cesse croissante de nouvelles molecules, 

25 Pour r6pondre a la demande en produit thSrapeutique, les systemes d' expression de 
molecules, comme les prolines a usage th&apeutique, ont ete assoctes a une 
composante biologique active (bacterie, levure, cellule eucaryote superieure...) et un 
61<§ment gSn&ique qui apporte le support n6cessaire k la production. Les diff&ents 
supports g£n£tiques utilises sont le plus souvent soient des vecteurs d'expression 

30 simples optimises pour l'expression mais dont l'int6gration demeure ateatoire soient des 
syst&mes viraux ou r6troviraux. Ces derniers ne permettent pas non plus de contr61er ni 
le lieu et ni le niveau d'expression. 
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Ces methodes de production sont actuellement en train de vivre une nouvelle revolution 
tant numerique que qualitative. Ainsi, en l'espace de quelques amines, grace aux progrds 
constants, rapides de la genomique et de la biologie moieculaire, le nombre de 
5 molecules qui possede une ou plusieurs potentiality therapeutiques et medicales a 
significativement augmente. Par exemple, les anticorps a visee therapeutique 
represented deja environ 50% de ces molecules. De plus, la complexity de ces 
molecules recombinantes s'est accentu6e. Des simples peptides ou petites cytokines, 
produits facilement dans les bacteries, on arrive progressivement a des molecules 
10 complexes, avec une activity biologique strictement dependante de leur structure 
secondaire, de leur repliement et de modifications post traductionnelles complexes. En 
consequence, le simple moyen de production dans les bacteries ne sufifit plus. 

Des techniques plus sophistiquees ont alors emerge, paimi lesquelles on peut citer la 
15 culture in vitro de cellules eucaryotes, les levures et les cellules d'insecte. Plus 
recemment encore, les progr£s realises en transgenese vegetale et animale ont ete mis a 
profit pour produire ces molecules complexes soit dans des feuilles ou des graines 
d'especes v^g^tales (tabac, mais...) soit dans les liquides physiologiques des animaux 
comme le lait d'animaux (chevre, vache, truie, lapin...). 
20 En outre, la correlation entre Fefficacite de criblage d'un locus donne et son niveau de 
transcription, notamment au niveau des cellules cibtees par le vecteur dont les cellules 
souches n'est pas absolue. Ainsi, ces methodes presentent toujours des problemes tels 
que le cout de production, la quantite de produits obtenus et des difficultes techniques 
lorsqu'ils s'agit de produire des molecules complexes. 

25 

Pour r£soudre ces problemes, il est propose dans le cadre de Finvention de produire des 
molecules therapeutiques en ciblant l'expression dans des tissus specifiques, notamment 
dans l'oeuf et en particulier dans le blanc de Pceuf a l'aide d'animaux modifies avec des 
cellules souches, elles meme modifiees par des vecteurs de recombinaison. 



30 
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Les differentes etapes ndcessaires a la mise en ceuvre de Pinvention impliquent d'abord 
la construction de vecteurs, qui permet le ciblage du locus choisi dans une cellule 
aviaire et en particulier une cellule souche, Pobtention de cellules recombindes qui 
integre ce vecteur dans le locus choisi et la gyration des animaux modifies avec ces 
5 cellules. 

Un des avantages de P ensemble de ce systeme est le caractere contrdle de P expression 
de la proteine d'interSt. En effet, Taction de remplacement substitution d'un locus 
endogene aviaire par un gene ou un fragment de gfene exog£ne d'intSret permet 
10 d'obtenir une production de la proteine exog&ie introduite en lieu et place du locus 
endogene. Par exemple, en introduisant dans le locus de Povalbumine le g6ne k produire 

par T ensemble du m^canisme d6crit, le produit de ce gene sera produit selon le profil 

» 

d'expression de l'ovalbumine, parfaitement connu. Ainsi, Pinvention apporte une 
solution aux probtemes soulevSs par Pintegration au hasard d'une sequence heterologue 
1 5 dont Pexpression pourrait dependre de son environnement chromatinien. 

En outre et contrairement aux m&hodes evoquees ci-dessus, le systeme de production 
aviaire de Pinvention permet d'obtenir des quantity superieures de substances actives k 
moindre cout etant donn£ qu'elles peuvent etre facilement isolees et purifies. 

20 

Un processus de recombinaison dans une lign£e de cellules lymphoides (la lign6e 
DT40) a ete rendu possible grace a un processus de recombinaison en raison d'une 
mutation particuliere (la mutation affecte le niveau d'expression de la proteine Rad54) 
(Kim et al., 1990 ; Baba et al., 1988; Buerstedde et al., 1990 ; Buerstedde and Takeda, 
25 1991 ; Bezzubova et al., 1993; Bezzubova et al., 1997). Dans cette publication, les 
auteurs reconnaissent ne pas avoir ete en mesure d'effectuer de la recombinaison 
homologue avec des cellules ES. 

Contrairement a cet enseignement, le demandeur a d6montr6 qu'un processus de 
30 recombinaison homologue cible permet une expression d'une molecule exogdne 
d'int&et dans des systemes aviaires et que ce meme processus est maitrisable au niveau 
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experimental dans differents types de cellules aviaires, dont des lignees, des cellules 
primaires et des cellules souches et cellules souches embryonnaires. 

L'objet de l'invention est done : 
5 - des vecteurs de recombinaison homologue permettant de cibler et de substituer, 
totalement ou partiellement les proteines de l'ceuf et en particulier celles du blanc 
par des molecules d'int&ret, 

- l'obtention de cellules souches aviaires specifiquement modifiees aux loci cibl6s par 

lesdits vecteurs, 

10 - Putilisation de cellules aviaires specifiquement modifiees par ces vecteurs pour une 
expression in vitro des molecules d'int£ret, 

- l'obtention et la production de forte quantity de molecules d'int£ret par les animaux 

obtenus avec ces cellules aviaires specifiquement modifiees par lesdits vecteurs de 
recombinaison. 

15 - La production des molecules d'interet dans des organes ou tissus desdits animaux de 
l'espece aviaire permettant une extraction, une isolation et une purification simple et 
economiquement avantageuse. 

L' ensemble de cette invention permet done de proposer un syst£me original de 
20 production de molecules d'interet selon un mode parfaitement predictible car controle 
tant au niveau spatial que temporel, apportant les r^ponses aux problfcmes existant dans 
l'£tat de la technique. 

DESCRIPTION 

25 

Ainsi, dans un premier aspect, l'invention se rapporte a Putilisation d'une cellule 
aviaire pour la production d'une proteine exogene d'interet dans un animal appartenant 
& l'espece aviaire, caracterisee en ce que ladite cellule est transform^ par un vecteur 
d' expression comprenant le gene codant pour ladite proline, ladite cellule etant 
30 introduite soit dans la cavite sub-genninale d'un embryon, la circulation sanguine de 
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l'embryon ou servant de source de noyau pour le transfert nucteaire dans un ovocyte 
6nucl66 ou non, ou dont les chromosomes ont 6t& d&ruits. 

Par cellule aviaire, on entend une cellule precurseur, une cellule somatique, une cellule 
5 souche, une cellule souche embryonnaire (ES), une cellule pluripotente, une cellule 
totipotente, une cellule germinale, une cellule germinale souche (EG), une cellule 
germinale primordiale (PGC), un clone cellulaire des cellules precitees, une lignSe 
etablie a partir des cellules precitees ou un corps embryoide obtenu a partir des cellules 
precipes. 

10 Les diff&rentes cellules visees precedemment sont davantage definies ci-apres : 

- Par cellule precurseur, on entend toute cellule d'un tissu adulte ou embryonnaire 
partiellement differenciee et qui est capable de se diviser et de donner des cellules 
differenci6es. 

15 - Par cellule somatique, on entend toute cellule d'un embryon ou d'un adulte, autre 
qu'une cellule germinale. 

- Par cellule souche embryonnaire (ES), on entend une cellule non differenciee derivant 
d'un embryon et qui a les potentiality de donner une tr&s large variety de cellules 
specialises. 

20 - Par cellule souche, on entend toute cellule presentant la capacity a se diviser in vitro 
en culture pendant des periodes de temps infinis et capables de donner differents types 
cellulaires specialises. 

- par cellule pluripotente, on entend une unique cellule qui a la capacite a se differencier 
en cellules dans les trois feuillets embryonriaires. 

25 - Par cellule totipotente, on entend une cellule presentant une capacity illimitee de 
proliferation, 6tat limits a la cellule oeuf. 

- par cellule germinale, on entend les spermatozoides et l'ovocyte, ou leurs pr&mrseurs 
capables de donner un spermatozoide et un ovocyte. Toutes les autres cellules sont des 
cellules somatiques. 
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- Par cellules germinales souches (EG) , on entend les cellules trouvSes dans une partie 
sp6cifique de Fembryon appelees les cretes genitales, devenant les gonades dans 
Porganisme adulte. Ces cellules se d<£veloppent normalement en gametes matures. 

- Par clone cellulaire, on entend tout ensemble de cellules genetiquement identiques a la 
5 cellule de laquelle elles d&ivent par division. 

- Par corps embryoi'des, on entend tout agr^gat de cellules dfrivant des cellules souches 
embryonnaires maintenues en culture. Les corps embryoi'de ne participent pas au 
d£veloppement normal d'un embryon et s'observent seulement in vitro. 

- Par iignee, on entend toute culture cellulaire capable de prolif&er indefiniment en 
1 0 gardant les mSmes caract^ristiques ph£notypiques. 

I- Differents vecteurs peuvent etre mis en oeuvre pour la transformation desdites 
cellules : 

15 Le vecteur utilise a cet effet, qu'il soit un vecteur de recombinaison soit un vecteur 
d'expression simple, permet une expression tissu-sp6cifique, en particulier dans 
Foviducte, le foie, le sang, la moelle et les organes lymphoTdes. 

1.1 Vecteurs de recombinaison. 

20 

Le vecteur de recombinaison homologue permet de cibler un locus endogene pour 
exprimer un gene d'interet en lieu et place de ce locus endogene. Au niveau de la 
chromatine, la recombinaison homologue est un processus qui consiste a remplacer 
partiellement ou totalement une partie d'un g£ne par une construction qui reprend en 

25 partie ou en totality certaines sequences £ Pidentique de ce meme g£ne. Les parties 
identiques permettent de realiser l'6change de PADN apport<§ dans le locus endogene et 
d'introduire les parties modifies dans Tenvironnement consider^ et done respects du 
locus cibte. II en r6sulte une insertion dans le locus cible de modifications apportees par 
certaines parties de la construction. Les parties differentes de la construction permettent 

30 de contr61er l'expression des cassettes introduces. Ces cassettes sont soient dSpendantes 
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de leur propre promoteur, soient d6pendantes de P activity transcriptionnelle du locus 
cible, quand la cassette est plac<§e sous la d^pendance du promoteur interne. 
La reaction de recombinaison peut etre divisee en trois grandes etapes : 

- La premiere etape est Pappariement des regions homologues, conduisant a une 
5 structure transitoire 'trois brins' du DNA. 

- La seconde 6tape est la realisation d'un double crossing over independants dans 
les regions d'homologies, conduisant a la formation d'une molecule hybride entre le 
chromosome cible et le vecteur introduit 

- La troisteme est Pintegration de ce vecteur comme 616ment g<§n&ique stable du 
10 chromosome cibte, la modification etant alors propag£e comme Pensemble du 

materiel g6netique avec les divisions cellulaires 

Tout 616ment, present dans le systeme ou apporte de fa9on stable ou transitoire qui 
controle, modifie ou influence ces diff&rents m^canismes aura une contribution 
15 essentielle dans le processus de recombinaison et done dans Pefficacite d'intSgration du 
vecteur. 

Dans le cadre de Pinvention, le vecteur de recombinaison qui permet de produire les 
molecules dans le systfcme aviaire, notamment chez le poulet n'est pas un simple 
20 vecteur de destruction, mais un vecteur de remplacement substitutif. Ces vecteurs 
complexes sont le resultat de Passociation ordonn^e et successive dans un plasmide de 
clonage classique (pBSK, pUC,. . .) d'au moins un des elements suivants : 

Un fragment d'ADN gftiomique, de taille variable, pris en amont de PATG (site 
25 de d&narrage de la traduction) du gene cible. Cet Stement constitue le bras 5' . 

Un cDNA ou une partie du ou des g£nes d'interet, placS directement sous la 
d^pendance de PATG du gene cible endogene. Cette association des fragments est dans 
la plupart des cas directement r6alis6e par une fusion sur PATG du locus cibte avec le 
30 deuxieme acide amine de la proline. De plus, pour permettre Pexportation directement 
dans Poeuf de la proteine d'intfret, une sequence nucteotidique specifiant un peptide 
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signal doit etre placee en amont du cDNA d'interet et en aval des signaux du gene cible. 
Elle est soit apportee soit par le fragment d'interet, soit par une sequence nucleotidique 
exogfene supplementaire. 

5 Par cDNA, on entend toute ou partie d'une sequence codante d'acide nucleique pour 
une proline d'int£ret. 

Par proteine d'interet, on entend une proline, un fragment d'une proline ou un 
peptide qui presente un interet th^rapeutique pour l'homme ou P animal, mais aussi 
toute forme proteique susceptible d'apporter a Phomme ou k Panimal un bienfait quant 
10 a son statut physique, sa sante, son comportement ou sa vitalite, ce qui comprend 
notamment une proteine ou un peptide d'interet endog&ae et une proteine ou un peptide 
d'interet exogene definie ci-dessous : 

Par proline d'interet endogene, on entend toute proteine presente dans le systeme, 
Pceuf en particulier, presente a des niveaux variables mais detectables dans une situation 
1 5 physiologique normale. 

Par proteine d'interet exogene, on entend toute proteine d'origine exogtoe au systeme, 
non identifiee dans le systeme, Pceuf en particulier, dans un etat physiologique normal. 
Sa presence est le resultat direct ou indirect de la modification g£n6tique et /ou 
biochimique induite par le vecteur dans le systeme. 

20 

Une cassette de resistance (dite cassette de selection positive a un systeme 
exogene de selection) constitute generalement d'un promoteur, d'un cDNA qui apporte 
la resistance a la selection exogene et d'une sequence poly A permettant P arret de la 
transcription de cet element transcriptionnel indtpendant Le promoteur peut 6tre de 
25 differentes origines. 

Un fragment d'ADN genomique, de taille variable, pris en aval de ces diffcrents 
elements et done de PATG du g£ne cibie. Ce fragment presente en general une taille 
diff&ente du fragment d'ADN genomique situe en 5'. Cet Element constitue le bras 3'. 
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Une cassette suppl&nentaire dite de selection negative peut etre incorporee dans 
ce vecteur. Elle est alors en general int£gr£e en aval du bras g&iomique 3*. Situ^e en 3' 
du bras d'homologie 3', cette cassette ne persiste pas dans le g&iome de la cellule cibtee 
si T integration a lieu selon le schema correct. Seuls les ev&iements non recombinSs 
5 correctement sont sensibles a cette action, 

Au moins un site de linearisation unique sur le vecteur, recommandS par 
Pexp6rience. Cette etape semble necessaire pour l'introduction efficace de ce vecteur 
dans le patrimoine g£n£tique de la cellule cibl6e. 

10 

Differents elements permettant notamment des modifications conditionnelles 
peuvent etre inserts a differents endroits de la construction 

Les principals caracteristiques d'un vecteur de recombinaison tel qu'ils sont droits a 
15 ce jour dans les syst&nes mammiferes tiennent dans la succession des differents 
elements au sein du plasmide et dans le positionnement des bras genomiques (origine du 
DNA, taille des ei&nents genomiques homologues, dissymetrie relative...). Dans la 
majority des cas, la frequence de recombinaison observee in vitro est dependante du 
locus cibie done de Tenvironnement chromatinien cibl£ (Ramirez-Solis et al., 1993 ; 
20 Hasty et al., 1995 ; Hasty et al., 1991). Cet environnement est <§troitement lie a la 
physiologie de la cellule. II apparait que la pression de selection appliqu^e sur les 
cellules transferees permet un nombre d' integrations majoritairement non homologues 
par rapport au nombre d'integrations homologues. Le processus de criblage, dont le 
principe et les exemples sont d£veloppes dans le texte permet de distinguer les deux 
25 types d'evenements. Connaitre, evaluer et maitriser la proportion d' integration 
homologue est essentielle pour une strategie d' expression satisfaisante. La fidelite de la 
recombinaison entre les fragments apportes et ceux d' origine doit £galement etre la 
meilleure possible. Cela semble etre le cas au moins pour les cellules ES de souris et les 
fibroblastes humains (Zheng et al, 1991; Lederman et al., 2000 ; Templeton, 2000). 

30 
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Par ailleurs, la seule composition en base d'un locus peut fortement influencer les 
efficacites de recombinaison, notamment par la forte presence de nombreux ilots CpG 
(Yanez and Porter, 2000). D'autres 61&nents cryptiques (sequence poison) peuvent 
egalement modifier l'efficacit6 du processus de recombinaison homologue (sites 
5 d'initiation de replication, sequences r^petees...). De plus, la frequence de 
recombinaison homologue semble tres dependante de la cellule cible, avec des 
situations particulidres comme pour la lignee de cellules lymphoi'des DT40 de poulet, 
qui pr^sente des taux de recombinaison impressionnants (> 10%). Cette specificity est 
liee a xme sur-expression de la molecule Rad54, sans doute liee a une mutation, non 
10 encore identifiee qui intervient dans le contr61e du niveau de regulation de ce gene 
{Bezzubova et al., 1993 ; Bezzubova et al., 1994 ; Bezzubova et al. 5 1997). Cette 
observation peut donner lieu k une augmentation de la frequence de recombinaison . 

Dans le cadre de l'invention, on a demontre Pefficacite de la recombinaison homologue 
15 dans des cellules embryonnaires aviaires et certaines autres cellules aviaires primaires 
qui ont 6t6 etablies en lignee. 

Dans un mode complementaire de realisation, on peut faire surexprimer Rad54 ou une 
prot&ne de la famille rad dans le but d'ameliorer Pefficacite du processus de 
recombinaison. 

20 

Longueur des fragments homologues 

Quelques etudes realisees dans des cellules souches embryonnaires de souris sur 
differents loci indiquent qu'une longueur minimum des bras 5 5 et 3 * d'homologie est 
necessaire pour assurer une recombinaison au locus avec une frequence satisfaisante 

25 (Hasty et al., 1991; Thompson et al., 1989 ; Thomas and Capecchi, 1987). Si une taille 
minimale de 250-500 bp semble etre suffisante pour assurer un 6v6nement de 
recombinaison d'un des deux cot^s, le parametre clef serait plus la longueur totale 
d'homologie que la taille respective des bras d'homologie (Elliott et al., 2001 ; Philips 
and Calos, 1999 ; Fujitani et al., 1995). Cette limite serait de 5 a 6 kb au minimum. 

30 L'extrapolation des resultats a partir des donnees tres completes obtenues chez les 
bact&ies, pourrait indiquer que le facteur limitant dans une efficacite de recombinaison 
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ne serait pas au niveau de la recherche des homologies entre les fragments d'ADN 
donneurs apportes par le vecteur et les parties d'ADN receveurs du locus & cibler 
(Yancey- Wrona and Caerini-Otero, 1995), mais plutot dans le systeme d'Schange entre 
ces fragments qui succede a l'appariement. N£anmoins, une grande prudence reste de 
5 mise quant k 1'interpretation de ces nkultats et leur extrapolation dans le systeme 
eucaryote, eventuellement sensibles a la presence de points facilitants ('hot spot') la 
recombinaison dans des loci particuliers. 

Les loci d'immunoglobulines semblent k cet <5gard tres particuliers. Des evenements 
d'int^gration homologue d'un vecteur ne presentant une homologie que dans le bras en 
10 3' ont 6t€ observes (Berinstein et al., 1992). Par ailleurs les recombinaisons dans les loci 
d'immunoglobulines apparaissent particulier en raison de l'activite des sites reconnus 
par les recombinases propres a ces genes. Certaines interferences avec l'equipement de 
ces cellules et le processus de recombinaison pourraient etre observees. 

15 Ainsi, dans un aspect particulier, le vecteur est un vecteur de recombinaison homologue 
possedant des bras 5' et 3' d'homologie aux sequences d'un locus donn£. Le locus cible 
est selectionne par exemple parmi le locus de l'ovalbumine, des ovomucoides, de la 
conalbumine et du lysozyme. 

20 A ce titre le vecteur comporte des segments h^rologues : 

Cette presence d'une partie importante homologue est d'autant plus necessaire que les 
segments heterologues sont importants (Kumar and Simons, 1993). Ainsi, 1'approche 
isog<§nique (Te Riele et al., 1992) est renforc6e par l'observation de baisse de frequence 
de recombinaison homologue en cas d'interruption de long fragment d'homologies par 

25 des 'stretchs' variables, lies a la presence de polymorphisme d'un locus (Lukacsovich 
and Waldman, 1999). Mais la presence symetrique de segments heterologues, situes en 
amont des Elements d'homologies propres peut 6galement renforcer les niveaux 
d'int£gration homologue du vecteur. Cette presence protegerait les homologies des 
degradations induites par des exonucl£ases. 
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Induction d'une coupure ciblee 

Toute induction ciblee (par une meganuclease par exemple) d'une coupure double brin, 
coupure specifique et rare dans le DNA de la cellule ciblee accroit les frequences de 
recombinaison. II semblerait que cette induction declenche le systeme de reparation et 
5 facilite 1' incorporation du DNA exogene (Bibikova et ai, 2001 ; Sargent et al., 2000 ; 
Donoho et al., 1998 ; Sargent et al., 1997; Brenneman et al., 1996 ; Hasty et al, 1992b). 
Cette approche est utilisee notamment en introduisant un site specifique reconnu par une 
meganuclease, notamment de type I-Scel ou autre, afin de favoriser les evenements de 
recombinaison (Sarig et al., 2000 ; Cohen-Tanoudji et al., 1998; Robine et al., 1998 ; 
10 Jasinetal., 1996). 

Linearisation d'un vecteur 

Des tests comparatifs entre vecteurs lineaire et circulaire ont ete realises. Dans le 
systeme murin, il semble que la linearisation soit un prealable necessaire pour accroitre 
15 les frequences. D'autres actions de deiivrance ont parfois une influence (Yanez et 
Porter, 1999). 

Structure conditionnelle des vecteurs d'expression 

Les differents elements presents actuellement dans les vecteurs sont actifs de fa9on 
20 constitutive une fois Pevenement de recombinaison homologue realise. Or l'expression 
d'une proteine exogene dans Poeuf peut entrainer une eventuelle toxicite k la fois au 
niveau du tissu qui va assurer la production et eventuellement au niveau de l'ceuf, lieu 
d'accumulation final. Cette accumulation doit done pouvoir Stre induite et decidee tant 
au niveau temporel que spatial. 
25 Une des approches possible est Futilisation de systemes inductibles et conditionnels. 
Par systeme inductible on entend par exemple le systeme appeie Tet ofl/tet on. Ce 
dernier est constitue de deux elements : le donneur et l'operateur. Le systeme donneur 
comprend lui meme une construction genetique derivee d'un systeme de resistance k la 
tetracycline, identifiee dans un transposon bacterien TnlO. En l'absence de tetracycline, 
30 la proteine represseur TetR, exprime constitutivement bloque la transcription du gene 
assurant la resistance k la tetracycline. En presence de la tetracycline, le represseur ne 
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peut plus se lier aux sequences de controle. Ce systeme a 6te mis a profit en fusionnant 
cette s6quence tetR avec le domaine transactivateur de la proline virale VP 16 (Gossens 
and Bujard, 1992), brevet US N° 5, 589,362. II en ifeulte les prot&ies tTA (pour 
Tetracycline controlled Trans Activator) pouvant agir sur le promoteur lui meme 
5 modifie TetO (pour Tet Op£rateur). Dans le cas des vecteurs d£crits dans Tinvention, un 
premier vecteur 'donneur 5 (vecteur simple ou ciblant par recombinaison un locus 
specifique du tissu oviducte par exemple) est introduit dans la cellule souche et les 
Elements sensibles a Taction de la tetracycline sont places au sein de la construction de 
recombinaison qui cible le locus de Tovalbumine par exemple. Ces elements sont 
10 ins6r6s dans une region du promoteur ovalbumine pour controler au niveau 
transcriptionnel le niveau de proteine exprime. 

Parmi les autres systemes inductibles on peut citer les fusions de ces differents acteurs 
(VP16, Gal4...) avec des sequences proteiques de contr61e comme certains recepteurs 
aux hormones nucteaires, plus ou moins modifies pour repondre de fa9on specifique & 
15 la prdsence d'analogue d'hormones (ER Mut6 liant le tamoxifene (Metzger et al.,1995 ; 
Indra et aL, 1999), l'ecdysone Recepteur, le PR liant le RU486...). 

Par systeme conditionnel on entend par exemple les systemes mettant en ceuvre 
certaines enzymes comme certaines recombinases. Ces enzymes reconnaissent des 

20 petites sequences particulieres et sp^cifiques (sequences loxP pour T enzyme CRE, 
sequence FLP pour la FRT recombinase...) qui sont alors ins£r£es dans la construction 
k controler. Le mode d' action general est de proceder a une delation des elements situes 
entre ces sequences lors de Taction de la recombinase. L'introduction de la recombinase 
est effectuee par diffSrentes voies (transfection transitoire, expression stable int6gr6e...) 

25 et son expression conditionne la reaction d' excision au niveau des sequences 
introduites. 

En cpmbinant la presence de ces recombinases avec les syst&mes inductibles par les 
recepteurs des hormones nucteaires, on rend Tensemble du systeme conditionnel 
inductible. Ainsi, on peut par exemple fusionner la CRE recombinase avec la forme 
30 mutee du ER, sensible au tamoxif&ne. Ce systeme a &6 mis k profit dans le systdme 
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murin (Metzger and Chambon, 2001; Vallier et al., 2001). D'autres syst&nes ont ete 
dtcrits pour le systeme murin comme le FLT-EcDR (Sawicki et al., 1998). 

Elements de base des constructions 

5 L'origine des elements de base des vecteurs est variable. Les squelettes des principaux 
plasmides sont d'origine commerciale. lis permettent une propagation facile des 
constructions qu'ils portent dans un environnement bact&ien bien maitris£, celui de E. 
coli, meme si difterentes souches sont utilisees. Ainsi, les plasmides pBSK, pMCS5 5 
pCI N£o sont utilises pour etre une base generate & beaucoup de vecteurs intermediaires 

10 ou terminaux 

Les cassettes de selection positives sont constitutes : 

d'un promoteurprovenant de differentes origines, virales comme par exemple le 
promoteur CMV (cyomegalovirus), le promoteur du virus SV40, la LTR du RSV ou 
non virales comme des promoteurs de gdnes ubiquitaires (comme le promoteur b-actine 

15 de poulet) ou des promoteurs de genes specifiquement exprimes a certaines phases de 
dtveloppement ou des promoteurs de gtnes specifiquement exprimes dans certains 
tissus. Un cas particulier est d'utiliser un promoteur specifique de l'ttat de cellule 
souches. 

d'un gSne codant pour une resistance 'positive* a un antibiotique comme par 
20 exemple le gene de resistance k la neomycine, a l'hygromycine, h la puromycine, k la 
phleomycine, a la ztomycine, & la blasticidine, a la viomycine mais aussi le gdne DHFR 
(dihydrofolate reductase) assurant la resistance au methotrexate, le gene HPRT 
(Hypoxanthine phosphoribosyl transferase) assurant la transformation de bases 
sptcifiques prtsentes dans le milieu de selection HAT (aminopttrine, hypoxanthine, 
25 thymidine) ainsi que d'autres genes assurant les d&oxifications vis a vis de certaines 
drogues. 

Les cassettes de selection negatives sont constitutes : 

- d'un promoteur comme prtcedemment decrit 

- d'un gtne assurant la transformation d'un substrat present dans le milieu de culture en 
30 une substance toxique pour la cellule qui exprime le gtne. Parmi ces molecules, on peut 

citer les genes de detoxification de la toxine diphterique (DTA) (Yagi et al, 1998; 
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Yanagawa et al., 1999), le gene de la thymidine kinase du virus Herpes (HSV TK), 
sensible k la presence de gancyclovir ou de FIAU. Le g£ne HPRT peut 6galement etre 
utilise comme selection negative par addition dans le milieu de la 6-thioguanine (6TG). 

- et pour P ensemble des selections positives et negatives, d'une sequence poly A de 
5 terminaison de transcription de diffSrentes origines dont les plus classiques sont celles 

derivees du poly A de SV40 ou d'un poly A de g6ne eucaryote (hormone de croissance 
bovine, b-globine de lapin. . .). 

- Un cas particulier est la mise de la cassette de selection positive sous la d£pendance 
directe du locus endog&ne cible. Cette approche requiert la fonctionnalit£, done 

10 Pactivation transcriptionnelle du locus cible pour pouvoir etre utilisSe et done de lier la 
selection des clones aprds transfection a un 6tat de differentiation ou de non 
differentiation particulier. Ces exemples ne sont pas limitatifs. 

Ainsi, le vecteur de recombinaison homologue selon Pinvention comprend dans une 
1 5 base plasmidique un enchainement de au moins un element pris successivement parmi 
h) un fragment d'ADN genomique contenant le bras d'homologie 5 5 du g£ne 

cible fusionne a, 
h) une sequence nucleotidique signal de secretion fusionnee a, 
h) une courte sequence nucleotidique intronique fusionnee a, 
20 h) la sequence nucleotidique codante pour la proteine d'interet fusionnee h, 

h) une sequence poly A de terminaison de la transcription fusionnee h, 
h) une cassette de selection positive comprenant un promoteur, un gene de 
resistance k un agent de selection et une sequence poly A de terminaison de 
transcription, ladite cassette pouvant etre fusionnee a, 
25 h) un fragment d'ADN g&iomique contenant le bras d'homologie 3' du gene 

cibte, 

h) une cassette de selection negative comprenant un promoteur, un gdne 
assurant la transformation d'un substrat present dans le milieu de culture en 
une substance toxique pour la cellule qui exprime le gene et une sequence 
30 polyA de terminaison de transcription. 
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- Par promoteur, on entend toute sequence nucteotidique capable d' assurer et de diriger 
T initiation de la transcription d'un g£ne place en aval de cette s6quence. 

Ce vecteur peut 6galement comprendre d) la sequence codante pour la prot6ine exogene 
5 fusionnee en son extr6mit6 5 5 avec c) une courte sequence intronique en particulier 
comprenant la sequence SEQ ID N° 1 elle-meme fusionnee avec e) une sequence 
peptide signal de secretion, en particulier la sequence codante pour le peptide signal du 
lysozyme comprenant la sequence SEQ ID N° 2. 

10 Le vecteur selon 1'invention peut egalement comprendre d) la sequence codante pour la 
proline exogfene fusionnee en son extr&nit6 3' avec une sequence poly A. 
Le vecteur peut Egalement comprendre au moins une sequence IRES en fusion avec au 
moins deux sequences codantes pour la proline d'intfret exogene ou au moins une 
sequence IRES en fusion avec au moins deux sequences codantes pour difKrentes 

15 chaines constituant une proteine d'interet, en particulier les. chaines lourde et Ugbre 
d'un anticorps de quelque nature que ce soit, en particulier un anticorps monoclonal, un 
fragment fab. 

Parmi les IRES, on choisit les IRES de groupe I ou de groupe II, en particulier les 
20 sequences V130 (Brevets US 5,925,565 ; FR 95/00894), Idemfix et Zam 
(WO 99/29844), (Leblanc et al. 1997 ; 1999). 

1.2 Vecteur cPexpression simple 

Ces vecteurs sont caracteris6s par 1' association successive d'un promoteur, d'un cDNA 
25 ou d'une partie d'un gene, d'une s6quence poly A, permettant 1'arrSt de la transcription. 
Apr£s transfection de ces vecteurs dans des cellules eucaryotes, ces vecteurs prSsentent 
l'avantage et P inconvenient de s'int£grer au hasard dans le g&iome. L'efficacit6 est 
souvent bonne et un grand nombre de sites d'int^gration peuvent etre obtenus. 
Cependant, le cote aleatoire de cette insertion rend l'expression a partir du promoteur 
30 port6 par le vecteur dependante de l'environnement du site d'insertion (m&hylation, 
imprinting, enhancer, silencer...). 
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Ainsi, parmi les promoteurs utilisables dans le cadre de l'invention repondant a ces 
difficultes et utilises dans un but d' expression tissu spdcifique, on peut mentionner de 
fa9on non exhaustive le promoteur du gene du lysozyme (de 2500 k 100 bp), mais aussi 
5 le promoteur du gene de l'ovalbumine, dans des formes longues (de 5 k 1 kb) contenant 
des regions de regulations positives et negatives ou courtes (de 1000 a 100 bp), sachant 
qu'un promoteur minimal de 100 bp environ peut etre sp6cifiquement active par 
differentes hormones (Monroe and Sanders, 2000). 

L'exemple 1 ci-apr£s illustre les possibility d'obtention de clones de cellules souches 
1 0 avec de tels vecteurs simples d'expression. 

Le vecteur utile dans le cadre de l'invention peut done etre un vecteur d'expression 
comprenant la sequence codante pour la proline d'interet fusionn^e avec au moins un 
element pris parmi 

15 a ) un promoteur, en particulier selection^ parmi les promoteurs des 

genes de 1'ovalbumine, des ovomucoides, de la conalbumine et du 
lysozyme, 

b) une sequence peptide signal 

c) une sequence nucteotidique polyA de terminaison de transcription. 

20 

Ce vecteur d'expression et le vecteur de recombinaison peuvent comprendre une 
sequence IRES fusionnee avec au moins deux sequences codantes pour la meme 
proteine d'interet ou pour des sequences codantes differentes. 

25 Les vecteurs precites permettent de transformer une cellule aviaire telle que d<£finie 
pr£c£demment. 

Avantageusement, ladite cellule est une cellule aviaire embryonnaire primaire, une 
cellule aviaire embryonnaire souche, en particulier les cellules embryonnaires souches 
issues de la mise en culture de blastodermes. 
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- par blastoderme, on entend un embryon aviaire a un stade precedant la gastrulation et 
comportant une organisation cellulaire simple avec au moins deux couches de cellules 
separ£es par une cavM 

5 La cellule embryonnaire aviaire de l'invention presente un phdnotype alcaline 
phosphatase positive, en particulier un phenotype de cellule souche embryonnaire 
alcaline phosphatase positive. 

Les cellules embryonnaires aviaires, les cellules souches embryonnaires et les cellules 
genninales embryonnaires se caracterisent en ce qu'elles r£agissent sp^cifiquement avec 
10 au moins un anticorps s&ectionne parmi ECMA-7, SSEA-1, SSEA-3, TEC-01, EMA-1 
et EMA-6. 

La cellule selon l'invention peut 6galement etre une cellule aviaire primaire de 
phenotype defini en particulier pour un fibroblaste primaire, une cellule epitheliale, une 
1 5 cellule endothelial. 

Dans un mode particulier de realisation, la cellule est une cellule aviaire derivee d'une 
cellule embryonnaire primaire et etablie spontan£ment en culture ou k Taide de 
differents agents immortalisants, en particulier les cellules derives des cellules souches 
20 embryonnaires induites k differencier sous Taction de differents agents inducteurs en 
particulier Tacide r£tinoique, le dimethylsulfoxide, le TPA ou de conditions de cultures 
specifiques, en particulier par la formation de corps embryoTdes (voir definition ci- 
dessus). 

25 Alternativement, la cellule est une cellule aviaire etablie en lignde, en particulier les 
cellules hepatiques LMH, les cellules monocytes HD11 et les cellules fibroblastiques 
QT6. 

Comme 6voqu6 pr£cedemment, ladite cellule peut etre transformee avec un vecteur 
30 d'expression exprimant une prot&ne de la famille Rad, en particulier la prot&ne Rad54. 
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Ainsi, dans un deuxi&ne aspect, l'invention se rapporte a un procede d'obtention d'une 
cellule aviaire modifiee par un des vecteurs definis ci-dessus. 
Ce proc6d6 peut comprendre les Stapes suivantes 

a) introduction du vecteur dSfini selon Tune des revendications ci-dessus dans 
5 une cellule embryonnaire aviaire par une m&hode de transfection, en 

particulier k l'aide d'un liposome, d'un polycation ou par electroporation 

b) selection des cellules par Paddition d'un agent de selection dans le milieu de 
culture, en particulier la genSticine dans une gamme de concentration de 100 
& 500 ^ig/ml 

10 c) criblage des clones resistants et amplification. 

De preference, cette selection est realisee pendant au moins environ 2 k 10 jours, 
notamment 2, 3, 4, 5 ou 6 jours. 

Avantageusement, Tinvention se rapporte a un procede d'obtention d'une cellule aviaire 
1 5 modifiee par un des vecteurs definis ci-dessus comprenant les etapes suivantes : 

a) introduction du vecteur dSfini selon Tune des revendications ci-dessus dans 
une cellule embryonnaire aviaire par une methode de transfection, en 
particulier a l'aide d'un liposome, d'un polycation ou par Electroporation 

b) selection des cellules par 1' addition d'un agent de selection dans le milieu de 
20 culture, en particulier la gen&icine dans une gamme de concentration de 100 

a 500 |ag/ml 

c) obtention de clones recombinSs gen&iquement stables prSsentant une 
morphologie et des caracteristiques similaires aux cellules parentales (taux 
d'alcaline phosphatase endog&ne, r£activit6 a des anticorps de surface, et 

25 activity t£lom6rase) 

d) criblage des clones resistants et amplification des cellules resistantes 
rSsultantes correctement recombin^es. 



Dans un aspect particulier, le vecteur de recombinaison cible le locus du lysozyme. 
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L'invention a 6galement trait a un procede mentionne prec6demment caract£ris6 en ce 
que le surnageant de culture des clones recombin£s contient la proteine exog^ne 
d'int6ret, en particulier apr£s induction du clone a Taide de differents inducteurs,en 
particulier l'acide r£tinoique, le dim&hylsulfoxide, le TPA ou de conditions de cultures 
5 sp^cifiques, en particulier par la formation de corps embryoTdes. 

Dans ce procede, les deux alleles du locus cible sont de preference modifies. 
De plus, les cellules sont des cellules aviaires embryonnaires primaires, des cellules 
aviaires embryonnaires souches, en particulier les cellules embryonnaires souches issues 
10 de la mise en culture de blastodermes. Ces cellules presentent un phenotype alcaline 
phosphatase positive, en particulier un ph6notype de cellule souche embryonnaire 
alcaline phosphatase positive. 

Les cellules embryonnaires aviaires du proc&te se caract&isent en ce qu'elles r£agissent 
specifiquement avec au moins un anticorps selectionne parmi ECMA-7, SSEA-1, 
15 SSEA-3, TEC-01, EMA-1 et EMA-6. Parmi les cellules obtenues selon le proc&te de 
Tinvention, on peut citer en outre les cellules aviaires primaires de phenotype d£fini en 
particulier pour un fibroblaste primaire, une cellule 6pith£liale, ou une cellule 
endotheliale. 

20 L'invention se rapporte dgalement a un procede defini ci-dessus dans lequel les cellules 
sont des cellules aviaires d£riv6es d'une cellule embryonnaire primaire et etablie en 
lign£e k Taide de differents agents immortalisants, en particulier les cellules d£riv£es 
des cellules souches embryonnaires induites a diffSrencier sous Taction de differents 
agents inducteurs en particulier Tacide r&inoi'que, le dimethylsulfoxide, le TPA ou de 

25 conditions de cultures specifiques, en particulier par la formation de corps embryoides. 

Alternativement, les cellules sont des cellules aviaires etablies en lign£e, en particulier 
les cellules h£patiques LMH, les cellules monocytes HD1 1 et les cellules fibroblastiques 
QT6. 
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Lesdites cellules definies ci-dessus peuvent etre transferases en outre avec un vecteur 
d'expression exprimant une proline de la famille Rad, en particulier la proline Rad54. 

Pour ce procede, le milieu utilise peut comprendre des anticorps anti-acide rdtinoique 
5 (ARMA) et une cytokine choisie dans le groupe constituS de LIF, IL-1 1, IL-6 et leurs 
differents melanges. 

Le milieu utilis6 peut £galement comprendre differents facteurs en particulier le SCF 5 
l'IGF-1, le bFGF, le CNTF et l'Oncostatine. 

10 Dans un troisieme aspect, l'invention se rapporte a un proc6d6 d'obtention d'un animal 
appartenant a l'espece aviaire capable d'exprimer une proline exogene d'interet, 
caract&lse en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) obtention de cellules aviaires modifiees par le proc^de ddfini ci-dessus, 

b) introduction de la cellule obtenue a l'etape a) dans la cavit6 sub-germinale d'un 
15 embryon, dans la circulation sanguine ou par transfer! nucleaire du noyau de 

ladite cellule dans un ovocyte enucled ou non 6nucl£e, et 

c) incubation de l'embryon obtenu a l'&ape b). 

- par transfert nucleaire, on entend le transfert d'un noyau d'une cellule dans un oeuf ou 
ovocyte duquel le noyau a ete retire, ou non ou encore dans lequel les chromosomes ont 

20 6te detruits ou alteres par irradiation gamma ou UV ou tout autre moyen adapte. 

De preference, le vecteur utilise k l'etape a) permet une expression tissu-sp£cifique, en 
particulier dans Poviducte, le foie, le sang, lamoelle et les organes lymphoi'des. 

- Par moelle, on entend le tissu qui rempli la cavite de la plupart des os et qui contient 
25 les cellules souches hematopoietiques, a partir desquelles d£rivent toutes les cellules 

rouges et blanches du sang. 

L'invention porte £galement sur le proc£d£ pr£cite pour obtenir un animal appartenant k 
1'espSce aviaire pr&entant une expression tissu-sp£cifique d'une proline exogene 
30 d'int^ret, caracteris£ en ce que le vecteur est un vecteur de recombinaison homologue 
poss£dant parmi differents £16ments constitutifs necessaires k son fonctionnement des 
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bras 5' et 3* d'homologie aux sequences d'un locus donn£, notamment un locus 
selectionn6 parmi le locus de Povalbumine, des ovovmucoi'des, de la conalbumine et du 
lysozyme. 

Un tel vecteur peut comprendre la sequence codante pour la proteine exog£ne fusionnee 
5 avec au moins un element s61ectionn6 parmi une sequence intronique, une sequence 
peptide signal de secretion, en particulier le peptide signal du lysozyme comprenant la 
sequence SEQ ID No 2, une sequence poly A, un IRES et un promoteur, en particulier 
choisi parmi les promoteurs des gSnes de Povalbumine, des ovomuco'ides, de la 
conalbumine et du lysozyme. 

10 

L'&ape b) du procede pour obtenir un animal appartenant a Pespece aviaire pr6sentant 
une expression tissu-sp£cifique d'une proline exogene d'interet peut comprendre en 
outre la transformation des cellules aviaires avec un vecteur exprimant une proline de 
la famille Rad, en particulier Rad54. 

15 

Dans un aspect supptementaire, Pinvention se rapporte k un proced6 de production 
d'une proteine d'int&et comprenant l'extraction de la proline exogene exprim6e dans 
les tissus d'un animal obtenu a partir du procede 6voqu6 ci-dessus. Dans ce procede, la 
proteine est de preference extraite du sang, du jaune ou du blanc d'oeuf. 

20 

Alternativement, le procede de production d'une proline d'int6r§t peut consister en 
l'extraction de la proteine exogene exprim^e dans le surnageant des cellules issues du 
proc6d£ selon Pinvention. 

25 

L'invention a egalement trait k un animal appartenant h Pespdce aviaire susceptible 
d'etre obtenu a partir du proc£d6 d^crit ci-dessus, caract£ris6 en ce qu'il exprime une 
proline exogene dans un tissu sp6cifique, par exemple dans le foie, le sang, la moelle, 
les organes lymphoides ou l'oviducte. 



30 
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Dans un autre aspect, l'invention vise un oeuf susceptible d'etre obtenu a partir d'un 
animal ddcrit ci-dessus, caracteris6 en ce qu'une partie de ces composants, en particulier 
Tovalbumine, les ovomucoides, la conalbumine et le lysozyme soit partiellement ou 
totalement remplacee par une proline d'intfrSt exog^ne, selectionnee notamment 
5 parmi les peptides a interSt thfrapeutique, les interleukines, les cytokines, les hormones, 
et les anticorps. 

- Par anticorps, on entend une proteine presentant une affinit6 spScifique pour un 
antigene comprenant les anticorps polyclonaux, monoclonaux et leur fragment Fab. 

10 L'oeuf de Tinvention peut comporter une proportion de proteine exogene comprise 
entre quelques mg (1 a 10 mg) et 500 mg de matieres seches en lieu et place d'une 
partie ou de la totalite d'au moins une proteine endogene, choisie notamment parmi 
Tovalbumine, les ovomucoldes, la conalbumine, le lysozyme et Pavidine. 

15 Des exemples non limitatifs des modes de realisations de l'invention sont donnes ci- 
apres 

Abbreviations 

cDNA : complementary DNA 
20 CMV : Cytomegalovirus 

DNA : Desoxyribonucleic Acid 

ER : Estrogene Receptor 

FGF : Fibroblast Growth Factor 

GFP : Green Fluorescent Protein 
25 GR : Glucocorticoid Receptor 

HRE : Hormone Responsive Element 

IGF-1 : Insulin Growth factor 1 

LPS : Lipopolysaccharides 

LTR : Long Terminal Repeat 
30 MAR : Matrix Attachment Region 

MCSF : Macrophage Colony Stimulating Factor 
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NRE : Negative Response Element 
PR : Progesterone Receptor 
RAR : Retinoic Acid Receptor 
RNA : Ribonucleic Acid 
5 RSV : Rous Sarcoma Virus 
RXR : Retinoid X Receptor 
SCF : Stem cell Growth factor 
SDRE : Steroid Dependent Regulatory Element 
TPB : Tryptose Broth Phosphate 
1 0 TP A : TriPhrobol Ester 

TR : Thyroid hormone Receptor 
VDR : Vitamin D Receptor 

Exemple 1 : L'oeuf comme systeme de production 

15 

L'expression d'une proteine d'interet dans un liquide physiologique d'un animal, le 
poulet par exemple, notamment dans l'ceuf et en particulier dans le blanc d'oeuf apparait 
realisable avec l'aide de differents outils moteculaires dont les vecteurs d'expression. Le 
principe g6n£ral de l'invention est de faire exprimer directement dans l'ceuf une 
20 molecule exogene d'interet soit sans changer Tune ou l'autre des proteines deja 
pr&entes dans l'oeuf, soit en lieu et place d'une molecule endogSne ou d'une fraction de 
cette molecule endogene. 

1.1 Les proteines du blanc 

25 L'oeuf est un milieu particulierement adapte pour l'expression de molecules exog£nes. 
Le blanc d'ceuf est un milieu complexe dont la composition biochimique est assez bien 
caract6ris6e (voir Tableau 1 ci-apres). 

Tableau 1 : Teneur moyenne fen g) pour un ceuf de 60s 
30 ^ 





(Enf entier 


blanc 


Jaune 


Eau 


40 


31 


9 


Matiere seche 


20 


4 


10 
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Prolines 


6,9 


3,6 


3,2 


Lipides 


6,4 


<0,2 


6,4 


glucides 


0,2 


0,2 


<0,1 



D'apres Sauveur, 1988 op cit6 

Pauvre en lipides (0,02%), en ions inorganiques et en glucides (0,5% dont du glucose 
5 libre), le blanc est compose principalement d'eau h 88 %, et de prolines en solution 
(11,5%). Les proteines du blanc d'oeuf sont bien caracterisees dans leur ensemble, 
meme si leur nombre exact est encore soumis a variation (Stevens, 1991; Li-Chan and 
Nakai, 1989; Sauveur, 1988). On s'accorde en general pour avoir identify environ 40 
prolines diffSrentes. Parmi celles-ci, on distingue cinq prolines majoritaires 

10 (ovalbumine, conalbumine, ovomucoide, ovomucine a and b et le lyzozyme) qui 
reprSsentent a elles seules pr&s de 83-84% des prolines du blanc. Au regard de cette 
composition et d'un poids moyen de matiere s&che de 6-7 g environ, ces prolines 
majoritaires represented done Pequivalent de 4,8-5,6 g environ. Les prolines 
mineures, mais significativement d&ectables repr&entent de 5 a 6% des prolines 

15 totales. Parmi ces composants minoritaires, on peut citer Tavidine, tres connue dans le 
monde du diagnostic pour sa tr£s haute affinite et sa tres grande specificity vis h vis de 
la biotine. Les autres composantes sont identifiees dans des proportions faibles, 
variables d'une preparation & une autre et sont souvent mal caract6ris6es tant au niveau 
biochimique que moteculaire. Le nombre d'etudes les concernant est d'ailleurs peu 

20 important en accord avec leur faible representative. Les propri£t£s physicochimiques 
des prolines majoritaires du blanc d'eeuf sont pr6sent6es (voir Tableau 2 ci-dessous). 



Tableau 2 : Composition protcique du blanc d'oeuf de poule 



Protein 


%of 
protein 


MW 


Pi 


% carb 


Function 


AA 


S-S 


Ovalbumin 


54 


45.0 


4.5 


3.5 


Structural 


385 


1 


Conalbumin 


12-13 


77.7 


6.0 


2.6 


Iron transport 


686 


15 


Ovomucoid 


11 


28.0 


4.1 


16 


Proteinase inibitor 


185 


9 


Ovomucin a 
Ovomucin b 


1.5-3.5 


210 
720 


4.5 


13 
58 


Structural 


1276 
246 
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i_,ysozyme 






10 7 


0 

V 


x fULcuiyiio wi^yinc 


129 


4 


V>FV01IlIHDItOr 




49 0 


<; 1 
-j. i 




Prrvtpiniiof* in iVn+nr 

r IWLCiilaoC JlilUlLwl 




21 


WVL/Oiyt/Opruiciii 




74 4 


1 9 




? 






Ovoflavoprotein 


0.8 


32.0 


4.0 


11 


Riboflavin transport 


234 


9 


Ovostatin 


0.5 


780 


4.9 


5.8 


Proteinase inibitor 


2762 




OvoGlobulin G2 


>1 


47 


4.9 


? 


? 


102 




OvoGlobulin G3 


>1 


50 


4.8 


? 


? 


103 




Cystatin 


0.05 


12.7 


5.1 


0 


Proteinase inibitor 


124 


2 


Avidin 


0.05 


68.3 


10 


7 


Biotin transport 


4x129 


4x1 


Thiamin binding 
protein 


<0.05 


38 




0 


Thiamin transport 






Autres proteines 


9 















D'apres : Stevens (1991), Comp. Bioch. Physiol 100b 1-9 and Li-Chan and Nakai 
(1989), Critical review in Poultry Biology 2, 21-58. 



5 Les proteines du blanc sont toutes elaborees par les cellules de Poviducte, au niveau du 
magnum. Differents types cellulaires sont trouv^s et une certaine specialisation est 
observed entre les cellules, responsables de la secretion. Les cellules epith&iales 
calciformes (appeiees egalement cellules a mucus) sont specialis^es dans la production 
de Pavidine et de Povomucine, tandis que les cellules des glandes tubulaires secretent 
10 prcferentiellement le lysozyme et Povalbumine. La repartition de ces differents types 
cellulaires est variable dans Perithelium secretaire du magnum, mais aucune 
regionalisationn' est observe (Sauveur, 1988). 

La synthase des prolines du blanc est continue au niveau des cellules. Les cellules 
epitheiiales glandulaires et calciformes 'stockent' les proteines, qui sont decharg^es 
15 autour du jaune lors du transit dans le magnum en quelques heures (environ 3h30). La 
deformation mecanique induit cette secretion et ce depot tres rapide (Sauveur, 1988). 



Ainsi, il apparait essentiel pour le bon deroulement de la secretion des proteines 
exogenes dans le blanc de Poeuf de maintenir tous ces signaux de regulation, au niveau 
20 moieculaire et physique. 
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Ail niveau d'un animal chim£rique, le pr^alable k toute production d'une molecule 
exogene d'interet est la presence de la modification g£n&ique dans Poviducte et dans 
les cellules du magnum en particulier. L'approche privilegiee de l'utilisation des 
cellules souches embryonnaires semble pennettre ce mosaicisme. Au niveau de 
5 l'6tablissement d'une lign£e d'animaux, cette contribution est transmise de fa?on 
automatique h Petat het&ozygote puis homozygote par les croisements adSquats, car 
int6gr6e au niveau du genome. 

1.2 Les composants du jaune 

10 Le jaune d'oeuf est essentiellement compose d'une accumulation de lipides (Tableau 1 
ci-dessus) sous forme de lipoprotSines. II est le resultat d'une etroite association des 
deux prolines majoritaires, la vitelline et la vitellenine, avec des phospholipides et des 
triglycerides. Les autres composants (cholesterol, vitamines et pigments liposolubles) 
sont minoritaires. A contrario des proteines du blanc, toutes les prolines et les 

15 composants du jaune sont synthetises par le foie et transports via la circulation 
sanguine pour s'accumuler au niveau du jaune lors du d^veloppement des follicules 
(Sauveur, 1988 ; Nau, 1987). On trouve 6galement dans le jaune une proportion non 
negligeable d'immunoglobulines qui sont accumul^es directement au cours de 
l'elaboration de ce vitellus. La presence de ces immunoglobulines d'origine maternelles 

20 assure d'ailleurs une certaine protection immunitaire au cours des premiers jours, voir 
plus, de la vie du poussin. Le m^canisme de transport de ces immunoglobulines et leur 
accumulation dans 1'oeuf commence & etre etudie. Le processus de purification de ces 
molecules IgY spteifiques de l'oiseau (£quivalentes aux IgG des mammifSres) est bien 
maitrise. Cette propriete peut etre mise a profit pour obtenir des immunoglobulines 

25 aviaires en quantite relativement importante (parfois de l'ordre de 10 mg par oeuf), voir 
d'en favoriser l'accumulation par une immunisation ciblee de l'animal en ponte. II a et6 
par ailleurs montre que les immunoglobulines humaines peuvent 6galement s'accumuler 
dans le jaune, par un m£canisme similaire aux immunoglobulines endogenes 
(Mohammed et al., 1998). Dans cette optique de faire produire par la poule des 

30 immunoglobulines particulieres, une strategic d'expression sp^cifique peut etre 
d6velopp6e. 
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Exemple 2 : Description des loci moI£culaires et leur regulation transcriptionnelle 

La plupart des genes qui specifient les proteines majoritaires du blanc d'oeuf ont 6t6 
5 Studies au niveau moleculaire. Les phases codantes sont en general identifiees et la 
plupart des sequences des cDNAs correspondants se trouvent dans les banques de 
donnSes. Au niveau genomique, les progres ont €t& plus lents. La structure des loci de la 
plupart des molecules majoritaires a et£ publtee completement ou partiellement. 
Neanmoins, les sequences publiees peuvent se x6v6lev incompletes (voir Tableau 3 ci- 
10 dessous). 



Tableau 3 : Sequences identifiees des proteines du blanc d'oeuf 





cDNA 


gene 


gene (partiel) 


Ovalbumin 


V00383 


J00895 




Ovalbumin X 






J00917 5'exl,J00918ex5, 
J00919 ex6, J00920 ex7 


Ovalbumin Y 




J00922 




Conalbumin 


X02009 


Y00407 




Ovomucoid 


J00902 




J00897 (5'), J00898 
(3' coding) 
J00899(3'noncod) 


Ovomucin □ 


AB046524 






Lysozyme 


X61198 


X98408 
X00589 
X00591 
X05461 
X05463 
X05462 


J00882 5' exl 
J00883 ex2 
J00884 ex3 
J00885ex4 3' 
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Ovoinhibitor 






M15962exl,M16127ex2, 


(16 exons) 






M16128 ex3 

1YJL lUlfaO vAJ 

M16129ex4,M16130ex5, 
M16131 ex6 

M16132ex7,M16133ex8, 
M16134ex9 

M16135exl0,M16136exll, 
M16137exl2 

M16138exl3,M16139exl4, 

M16140exl5 

M16141 exl6 


Ovostatin 


X78801 






Cystatin 


J05077 


M95725 


X62413 (synthetic mut V55D) 
X6241 1 (synthetic mut Q53N 
S56A) 

If 6941 9 f^vnthptiV mnt P^9T 
Y6940Q fwnthpti'r mnt DS^"NA 

AU^tUO ^ojrllUiCLK/ H1UL \£JDHiJ 

694 10 fsivnthptir mnt OSTM 

VJJ i ^) 

X62406 (synthetic mut G57A) 
X14685 (1-23 SIM 129 L89) 


Avidin (Avd) 


X05343 


AJ311647 




Avrl 




AJ311647 


Z21611 


Avr2 




AJ3 11648 


Z21554 


Avr3 






Z21612 


Avr4 






Z22883 


Avr5 






Z22882 


Avr6 




AJ237658 




Avr7 




AJ237659 





2.1 Locus de Povalbumine 

Le locus de Povalbumine d'une taille de 100 kb appartient a la famille multig&iique des 
serpines et contient 3 genes apparent^, ova, ovaX et ovaY. lis sont tous exprim^s dans 
5 Poviducte d'une poule en ponte (LeMeur et al., 1981; Baldacci et aL, 1981). Connu 
structurellement depuis 1 979 par des 6tudes de microscopic electronique (Gannon et al, 
1979), le locus de Povalbumine est situS sur le chromosome 2 (Dominguez-Steglich et 
al., 1992). La premiere sequence complete qui a 6t6 publtee en 1978 est celle de 
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Povalbumine. Son pr6-mRNA a une taille de 7564 bp et comprend 7 exons 
(McReynolds et al., 1978). Le messager episse fait 1872 bp (Woo et al., 1981). 
La transcription du gene codant pour Povalbumine (comme celui de la conalbumine 
d'ailleurs- cf2.3) est controlee par les hormones stero'idiennes. Ainsi, Paddition 
5 d'estrog&ies stimule de 20 fois la production d'ovalbumine et de 2,5 fois celle de 
conalbumine (N'guyen et al. 1979). Avant stimulation hormonale, les transcrits de 
Povalbumine ne sont pas d&ectables dans les cellules de Poviducte, alors qu'ils 
represented, proportionnellement a la dose d'estrogene, plus de 50% des transcrits 
totaux d'une cellule apres stimulation maximale (Dean et al., 1983). Si le taux de 
10 transcription de la conalbumine est directement proportionnel & la quantite des 
recepteurs aux estrogenes dans le noyau, celui de 1'ovalbumine indique qu'il existe 
plusieurs sites de fixation des recepteurs aux estrogenes au niveau du promoteur 
(Palmiter et al, 1981). La structure nucieosomique des g&nes de Povalbumine et de la 
conalbumiune se modifie au cours de Pactivation transcriptionnelle. Les fragments 

15 g6nomiques s'associent & la matrice nucieaire et presentent quatre regions majeures 
d'hypersensibilit^s a la DNAse, suite au traitement des hormones (Ciejek et al., 1983). 
Ces regions sont localises dans la region 5 5 du promoteur et en 3* du dernier exon au 
niveau du site de polyad&iylation (Bellard et al., 1982 ; Bellard et al., 1986) (Figure 1 : 
Elements de regulations du gene de POvalbumine). En association avec les estrogenes, 

20 differentes hormones steroi'des (progesterone, glucocorticoides ou androgene) et 
differents facteurs (Insuline, IGF-1, cAMP, ...) sont egalement impliqu^s dans le 
controle transcriptionnel. L'ensemble de ces facteurs augmente surtout la demi vie du 
mRNA de 1'ovalbumine, demi- vie qui passe de 6h a 24 h apres addition de certains de 
ces facteurs (Arao et al., 1996; Kida et al., 1995; Evans and McKnight, 1984). Ces 

25 facteurs augmentent egalement le taux de traduction du messager (Skafar et al., 1985; 
Skoufos and Sanders, 1992). 

Les resultats des nombreux travaux realises avec le promoteur de Povalbumine ont 
permis de degager les differentes regions nucleotidiques cibles de Paction de ces 
hormones et facteurs (Sensenbaugh and Sanders, 1999). Des travaux de deletions 
30 successives au niveau du promoteur et des experiences de transfection de differentes 
constructions montrent que Pactivation du promoteur est optimale dans les cellules 
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primaires d'oviducte de poule, en presence ou non d'estrogenes. La presence 
d'activateurs et de represseurs tissus sp&ifique est done essentielle pour l'expression de 
ce gene (Dierich et al., 1987). La Figure 1 illustre les principaux sites de regulations 
identifies. 

5 On trouve ainsi successivement une region HSIV vers -6000 bp par rapport au site 
d'initiation de la transcription qui ne presente pas d' elements de r£ponse aux estrogdnes. 
Une region HS III, localise entre -3200/-2800 bp par rapport au site d'initiation de la 
transcription comprend les sites majeurs de regulations par les estrogenes. La deletion 
de cette region abolie la plus grande partie de la r^ponse HSIII, mediee par quatre 

10 sequences r^petees de demi ERE, s6par6es les unes des autres par une centaine de 
nucleotides. Ces elements cooperent avec le site TATA box, situe k proximity. Chaque 
site fixe faiblement un recepteur, mais la cooperation des diffSrents sites assure un 
caractdre inductible fort, dans un environnement de promoteur minimum ou 
heterologue. Cette meme region montre des elements inhibiteurs de l'expression du 

15 gene, elements actifs dans les cellules non productrices, mais dans une situation hors de 
T oviducte (Kato et al., 1 992; Muramatsu et al., 1 995). 

La region HS II comprend le SDRE (Steroid Dependent Regulatory Element), localisee 
entre - 800 a -585 bp, par rapport au site (+1), de demarrage de la transcription. Cette 
region presente des homologies avec le promoteur du g£ne NF-kappa B, suggerant des 

20 controles par des facteurs communs (Schweers et Sanders,, 1991). Plusieurs facteurs de 
la famille des proteines W-H, les proteines Chirp-I, Chirp II, Chirp III (Chicken 
ovalbumin Induced Regulatory Protein I) se fixent egalement sur le SDRE uniquement 
en presence d'estrogene et de glucocorticoi'des (Dean et al., 1996 ; Dean et al., 1998; 
Dean et al., 2001). A nouveau, comme pour montrer la complexite des regulations 

25 mises en jeu, la seule presence de cette region SDRE au sein d'un promoteur 
heterologue ne conduit pas k une reponse dependante des hormones steroides. 
Toutefois, cette region devient dependante de ces hormones, si elle est associee avec la 
region HSI. 

Cette region HS I, localisee de -350 a -32, est la region NRE (Negative Response 
30 Element) qui controle la principale regulation negative du promoteur. NRE reprime 
l'expression du gene en absence d'hormones steroi'diennes. La presence de NRE seul ou 
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de SDRE seul ne suf3St pas pour rfguler un g£ne exogdne. Ces sequences doivent 
cooperer pour 'induire la derepression' (Hasty et al., 1994 ; Schweers et al., 1990; 
Sanders et McKnigth, 1988). Mais la vision est simpliste, car cette region HSI est en fait 
constitute d'une veritable mosaique de sites assurant une regulation positive et negative 
5 de la transcription du gdne. Trois domaines sont discernables quant a Pinfluence de 
leurs effets. Domaine I : La region -239 a -220 est une sequence de type silenceur. Les 
trois zones presentent de Paffinite pour des complexes proteiques sptcifiques des 
cellules de l'oviducte mais les plus importantes sont les regions -280 £-252 et-134 a- 
88. Cette region porte le motif CAR (COUP Adjacent repression). La region appelee 

10 NRE est en fait plus complexe qu'initialement decrite (Haecker et al., 1995). Un site de 
regulation positif qui fixe le facteur delta EF1 (Estrogen responsive transcription factor) 
a aussi 6te identifie. Ainsi, les sites d'interaction (-197 a -95) de la progesterone et des 
estrogenes se chevauchent partiellement (Dean et al 1983; Dean et al., 1984). En aval 
de la position de - 95 bp, des deletions supplementaires font chuter dramatiquement les 

15 taux des transcrits observes (Knoll et al., 1983). Outre les recepteurs aux estrogenes, un 
des facteurs rdgulateurs important est le recepteur orphelin COUP-TF, (Chicken 
Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor) (Sawaya et al., 1996 ; Robinson et 
al., 1999). Ce facteur est exprime de fa9on ubiquitaire dans tous les tissus. Identifie par 
co-purification avec le recepteur aux Estrog£nes, il presente de Paffinite avec une 

20 region situee entre -90 et -70 bp (Wang et al., 1987; Hwung et al., 1988a, Hwung et al., 
1988b; Monroe and Sanders, 2000). La formation de complexes recepteur-recepteur 
entre COUP-TF et les differents recepteurs aux hormones nucieaires (VDR, ER, TR, 
GR, PR, RXR, HNF-4...) au niveau des differents HRE, dont le ERE, favorise les 
fixations a ces elements de regulations. COUP-TF regule Paction de ER par des 

25 contacts directs avec le DNA mais aussi via des interactions directes proteines - 
proteines entre recepteurs (Klinge et al., 1997). Les modes d'action de COUP-TF et des 
differents recepteurs apparentes (COUP-TFII ou ARPI) sont complexes (Kimura et al., 
1993) dans un sens positif ou negatif pour la regulation de la transcription selon les 
partenaires proteiques en jeu. Parmi les proteines impliquees, on peut citer de fa9on non 

30 exhaustive ear2, (Pereira et al., 1995) ; N-CoR (Nuclear Repressor Coreceptor) et 
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SMRT (Silencing Mediator for retinoic acid et Thyroid hormone Receptor), (Shibata et 
al., 1997). 

2.2 Le locus du lysozyme 

5 Le locus du lysozyme est un locus plus restreint en taille que celui de l'ovalbumine. D 
est estime a environ 40 kb (Sippel et al., 1978 ; Short et al, 1996). Deux unites MAR 
(Matrix Attachment Region) situ<§es a -11.1 kb / -8.85 kb et +1.3 kb a +5.0 kb, situ£es 
par rapport au site (+1) de Pinitiation de la transcription d^limitent plus pr£cis6ment ce 
locus a 22 kb. Ces sequences MAR sont composees de plusieurs sites d'accrochage a la 

10 matrice prot&que de la membrane nucleaire (Loc and Stratling, 1988; Phi-van and 
Stratling, 1996 ; Phi-van, 1996). L'ajout de sequences MAR, a des gSnes h&erologues, 
augmente leur transcription (Stief et al., 1989; Phi-Van et al, 1990). En sus de la 
presence des MAR, il y au moins une origine de replication du DNA dans le locus du 
lysozyme, origine qui contient plusieurs fourches d'intiation de la replication (Bonifer et 

15 aL, 1997; Phi-van et al., 1998 ; Phi-van and Stratling, 1999). Ce point semble d'ailleurs 
rendre le locus du lysozyme tout a fait particulier en terme de clonage, certaines parties 
&ant assez difficile k sous doner dans des plasmides de clonage. Le gene du lysozyme 
chez le poulet comprend 4 exons et presente une homologie importante avec les g£nes 
du lysozyme humain et murin. Plusieurs sites secondares initiateurs de la transcription 

20 ont 6X6 mis en evidence, en general situes dans des sequences r6pet£es reparties sur 
Tensemble du locus (Von Kries et Stratling, 1988). Des sequences regulatrices de 
Texpression ont 6X6 identifies de -14 kb a + 6 kb, soit sur toute la totalite du locus. Le 
gene du lysozyme est exprime de fa9on constitutive dans les macrophages matures, 
cellules dans lesquelles le lysozyme est utilise comme marqueur de differentiation, 

25 alors que son expression est plac£e sous le controle des hormones steroidiennes dans les 
cellules de l'oviducte (Short et al., 1996 ; Fritton et al., 1987 ; Jantzen et al., 1986 ; 
Fritton et al., 1983). Ces specificites d' expression sont d^pendantes de diffSrentes 
sequences dont les principaux sites sont portes sur la figure 2 : Elements de regulations 
du g&ie du lyzosyme. 
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On distingue deux categories de s6quences r£gulatrices : les sequences de regulation 
dites positives ou 'enhancers' et les sequences de regulations dites negatives ou 
'silencers'. Ces sequences ont et6 identifies comme les regions 'hypersensibles' suite a 
l'analyse des profils dectrophoretiques du DNA, profils obtenus apr£s traitement a la 
5 DNAsel. 

Les principaux sites enhancers et silencers sont respectivement les regions E-6.1kb, E- 
2.7kb, E-0.2kb et N-2.4kb, N-l.Okb et N-0.25kb. Certains sont sp^cifiques des cellules 
my&oi'des (E-6.1 kb, E-2.7kb, E-0.2kb pour les macrophages matures et N-2.4 kb dans 

10 les fibroblastes et les macrophages immatures), (Steiner et al 1987; Huber et al., 
1995). Dans les cellules de l'oviducte actif T61ement E -6.1 kb assure l'essentiel de la 
specificite. L'activation sequentielle de l'ensemble de ces differents sites est Sgalement 
un element de regulation cellule et tissu specifique (Regenhard et ah, 2001 ; Kontaraki 
et al., 2000). Plus en detail, l'enhancer E~2.7kb est compose de 4 regions (I a IV). La 

15 region I fixe le facteur FEF (c-fes Expression Factor), la region II contient un site de 
reconnaissance du facteur PU.l, de la famille EST et est specifique des macrophages 
(Ahne et Str&tling, 1994). Tous ces differents elements de regulations se chevauchent 
partiellement, au moins dans le g£ne du poulet, mais pas au niveau du gene de la souris, 
esp£ce dans laquelle une duplication ancestrale a separe le gene et ses elements de 

20 regulation. D'autres elements ont ete localises, notamment les sites de fixation de 
facteurs de transcription ubiquitaires comme NF-1, mais aussi API situe en - 0.2 kb et - 
6.1 kb, site pour lequel une region de 157 bp assure la specificite d'expression dans les 
macrophages (Goethe et al., 1994 ; Theisen et al., 1986; Grewal et al., 1992; Nowock et 
Sippel, 1982). De fa9on interessante, l'oncog&ne v-myc (present dans les cellules HD1 1 

25 par exemple) et inhibiteur de la differentiation des monocytes en macrophages bloque la 
transcription en inhibant la fixation du facteur C/EBP (Mink et al., 1996). 
Les 616ments (HRE) assurant la sensibility de la transcription aux hormones 
st&oidiennes (PRE pour la progesterone, et GRE glucocorticoides) sont presents dans la 
region situee k - 0.2 kb du site (+1), d'initiation de la transcription du promoteur 

30 (Renkawitz et al., 1982 ; Renkawitz et al., 1984a ; Renkawitz et al., 1984b; Hecht et al., 
1988). Plus particulierement, deux sites entre -220 et - 140 bp et entre - 80 k - 50 bp 
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assurent l'essentiel de la regulation (Altschmied et al., 1989; Dolle and Stratling, 1990; 
Von derAheetal., 1986). 

Une part importante de la regulation est contrdtee par les 'silencers'. Deux d'entre eux 
5 (N-l.Okb et N-0.25 kb) inhibent la transcription, meme de promoteurs h^rologues 
(Baniahmad et al., 1987 ; Faust et al., 1999). Le troisieme (N-2.4 kb) est reconnu par les 
r6cepteurs aux hormones thyroidiennes (TR) et par son homologue oncog&rique v- 
erbA, ainsi que par le r^gulateur NePl (negative Protein 1) encore appele CTCF 
(CCCTC-binding factor, (Burcin et al„ 1997; Darling et al., 1993; Kohne et al., 1993 ; 

10 Bhat et al., 1994). NePl se fixe au niveau de la partie Fl de 50 bp de N-2.4 alors que le 
TR principalement sur la partie F2 de cet element. Les associations homodim&iques ou 
h&6rodim£riques avec les autres recepteurs nucteaires (RAR, RXR) modulent le niveau 
de transcription de ce gene (Baniahmad et al., 1990; Arnold et al., 1996). L'&at de 
phosphorylation du nScepteur TR est egalement un Element important. Enfin, le facteur 

15 HNF-I alpha (Hepatic nuclear Factor-I) qui est exprime dans les cellules de l'oviducte a 
un role dans la regulation du g£ne lysozyme. Le promoteur du g£ne contient deux 
regions reconnues par cette proteine HNF-I. Cette regulation de Pexpression du g&ie du 
lysozyme par le NHF-I semble avoir 6t6 perdue au niveau phylog£n<5tique entre les 
oiseaux et les mammif&res (Grajer et al., 1 993). 

20 

2.3 Le locus de la conalbumine 

Le g£ne de la conalbumine, encore appele ovotransferrine a 6t6 identify d'abord chez 
Phomme. II s 5 6tend sur au moins 33.5 kbp et comprend 17 exons. Le g£ne poulet est 
Egalement organist en 17 exons et 16 introns mais sur 10,5 kb seulement. Le messager a 

25 une taille de 2376 bp (Cochet et al., 1979 ; Jeltsch and Chambon, 1982; Jeltsch et al., 
1987; Schaeffer et al., 1987). Trbs peu d'etudes de la regulation de Pexpression de ce 
gene ont ete realises. La regulation de la stability du messager est particuliere. La 
molecule qui s'apparente a la famille des transferrines, fixe le fer sous forme ionique et 
r6gule la stabilit6 et le niveau de transcription de son propre messager. Si beaucoup 

30 d'etudes ont ete r£alis6es sur la transferrine humaine et son r&epteur (CD71), peu de 
documentation existe quant aux formes aviaires. 
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Exemple 3 : Elements exterieurs facilitateurs 

Chez les eucaryotes, la recombinaison homologue est un ev^nement naturel qui se 
5 produit surtout au moment de la m&ose, afin d'assurer, dans un enonce simpliste, un 
brassage des genes et des alleles. Le r61e de la recombinaison homologue est beaucoup 
plus deiicat k interpreter lors d'une division mitotique. Les phenomenes de 
recombinaisons homologue et non homologue semblent neanmoins cruciaux des que le 
materiel genetique est endommage. De nombreuses situations dans la vie d'une cellule 

10 et d'un organisme expose ainsi le materiel genetique. Par exemple, un defaut soudain de 
replication, une ionisation radicalaire li6e a des radiations, un stress oxydatif, Taction 
d'endonucleases ou de topoisomdrases, le stress mecanique lie k la segregation 
mitotique, peuvent induire des coupures double brins accidentelles. Si la levure 
privil6gie les m^canismes de reparation homologues, la cellule eucaryote superieure 

15 semble priviiegier le raboutage non homologue de ces coupures, m§me si la reparation 
homologue est aussi observee. Mais dans tous les cas, comme Tintegralite genetique est 
un prealable k toute division, pour faire face a cette situation critique de materiel 
endommage, la cellule met en route tout un ensemble de genes, charges de Sparer ces 
coupures. Decrits initialement dans le systeme levure, les genes Rad (rad51, rad52, 

20 rad53 et rad54) (Takata et al., 2000 ; Morrison and Takeda, 2000; Bell et al., 1999 ; 
Shinohara et al., 1997; Bezzubova et al., 1997; Ivanov and Haber, 1997; Porter et al., 
1996) impliques dans la reparation par recombinaison homologue ont ete identifies 
aussi dans les organismes superieurs. Les homologues Rad51 et Rad54 de poulet ont ete 
clones. L'ADN et la proteine presentent de fortes homologies avec les sequences de 

25 levure, souris et humain (Essers et al., 1997 ; Dronkert et al. 3 2000). Des similitudes 
d' action sont alors observees, mais aussi des differences, notamment en ce qui concerne 
Paction de Rad 51 (Bezzubova et al., 1993). De m&ne, les homologues humains des 
gdnes ku70 et ku86 de levure interviennent h la fois dans les reparations non 
homologues, et dans les phenomenes de recombinaison observes dans les 

30 rearrangements des loci d'immunoglobulines. Les relations entre ces differents acteurs 
commencent k etre egalement approchees et mettent en evidence la formation de 
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complexes prot&ques dont les regulations sont elles memes complexes (Morrison et al., 
2000 ; Morrison et al, 1999 ; Yamaguchi-Iwai et al., 1999 ; Takata et al, 1998; 
Yamaguchi-iwai et al., 1998). Ainsi, une liste non exhaustive de prolines facilitant la 
recombinaison (recombinase) peut etre donnee, de la simple proline bact£rienne RecA 
5 (Shcherbakova et al., 2000), aux membres de la famille Rad, mais aussi a de proteines 
telles que BraCl (Moynahan et al., 1999). 

Dans une approche qui faciliterait des evenements de recombinaison homologue, 
Paction de Rad 54 est evalu^e au moment de ^introduction du vecteur de 
recombinaison homologue. Ainsi, deux approches sont possibles. La premiere consiste a 

1 0 effectuer une co-transfection d'un vecteur d'expression d'une des proteines de la famille 
Rad, en particulier Rad 54 avec le vecteur de recombinaison homologue. La seconde 
consiste a transfecter les cellules avec un vecteur d'expression conditionnelle d'une des 
prolines de la famille Rad, en particulier Rad 54. Dans ce cas, les cellules sont d'abord 
sdlectionnees, stabilises et etablies pour etre a nouveau transferees avec un vecteur de 

15 recombinaison homologue, puis induites pour exprimer au maximum la proteine de la 
famille Rad. L'action de Rad54 testee au niveau de 1'efficacite de transfection est 
pr6sent6e dans le tableau 4 ci-dessous : 

Tableau 4 ; Influence de Pexpression de Rad 54 sur le nombre de clones en 
20 transfection 



Conditions 


1 


2 


3 


4 


5 


Temoin 


ppreOvaRH(ng) 


5 


5 


5 


5 


5 


0 


pMCS5 fog) 


5 


4 


3 


2 


0 


10 


pRad54 (ng) 


0 


1 


2 


3 


5 


0 


Fugene 


30 


30 


30 


30 


30 


30 


DMEM 


970 


970 


970 


970 


970 


970 


Nb de clones 




Boite 1 


344 


304 


172 


248 


292 


0 


Boite 2 


128 


324 


212 


264 


300 


0 


Moyenne 


236 


314 


193 


256 


296 


0 
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Afin de tester F importance d'une des prolines de la famille Rad, le plasmide 
d'expression pRad54 (plasmide d'expression de la proline RAD54 sous controle du 
promoteur CMV) est co-transfecte en presence du plasmide pOvaRH, plasmide de 
5 recombinaison ne contenant pas de cDNA d'interet. La quantity totale de plasmide est 
de 5ug de pOvaRH, en presence de quantites variables de pRad54. Le complement 
molaire etant apporte par un plasmide 'carrier', le pMCS5 d'origine commerciale, a peu 
pres de meme taille que le pCMV Rad54. Les cellules souches S86N sont ensemencees 
a 1x10 6 cellules par boite dans du milieu de proliferation en presence de feeder inactive 
10 par irradiation. Le melange de transfection est ajoute et la selection h la n£omycine 
appliquee pendant 7 jours environ. Les clones sont alors denombres apres fixation au 
methanol et coloration au Wright/Giemsa. En conclusion, la presence de Rad54 ne 
semble pas modifier sensiblement Fefficacite d'obtention de clones. 

15 Exemple 4 : Choix du signal peptide 

Une des approches choisies pour produire les proteines exog&ies est leur accumulation 
dans Fceuf. La strategic de substitution remplacement utilis£e dans le cadre de 
Finvention rend utile Futilisation d'un systeme actif (mais eventuellement passif pour 

20 des proteines sp6cifiques qui en auraient la capacity) d'accumulation de la proline 
exogene dans le blanc de Fceuf. Ainsi, les phases codantes sont placees sous la 
dependance du promoteur endogene du gene cible endogene et sont fusionn6es avec un 
signal peptide de reference. La fonction du signal peptide est d'assurer la translocation 
de la proteine vers Fexterieur de la cellule a travers les differents elements constitutifs 

25 de Fappareil secretaire de la cellules (reticulum, Golgi....). Les peptides signaux sont 
destines k etre cliv^s au cours du processus de maturation de la proteine. Celle ci 
s'accumule ensuite dans le liquide physiologique et dans le blanc d'ceuf en particulier. 
On utilise soit les peptides signaux des proteines endogenes, soit des peptides signaux 
d'autres molecules, sequences connues pour 6tre correctement traitees. Notamment, le 

30 peptide signal du lysozyme est choisi de fa?on preferentielle car sa structure est bien 
connue et les 18 premiers acides amines sont clives lors de F exportation de la proteine 
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mature dans le blanc de Poeuf. De plus, ce peptide signal appartient k une proline 
naturellement accumulee dans le blanc de l'ceuf. 

Parmi les autres peptides signaux utilises, on trouve ceux des interleukines, ceux de 
certains r^cepteurs membranaires, ceux de facteurs de croissance secretes par differents 
5 types cellulaires, ceux d' autres proteines connues pour etre secr&ees dans differents 
syst£mes biologiques. La liste n'est pas limitative. 

Exemple 5 : Construction des vecteurs de recombinaison 

10 5.1 Obtention des elements intermediates 

- cassette pCMV Neo polyA 

Le plasmide commercial pCI Neo (Promega, Madison, US) est ouvert par digestion 
Hindlll et ligature sur lui-meme en intra moleculaire pour donner le plasmide pCI Neo 
(A Hindlll) qui place le g£ne de la n6omycine phosphotransferase sous la d£pendance 
1 5 directe du promoteur CMV. Le poly A d'origine est conserve. 

- Preparation des cDNAs d'int&ret 

Les cDNAs d'interet sont prepares par amplification PCR avec 

- un oligonucleotide Sma-3'incDNA S contenant le site Smal, la partie V de 
l'intron artificiel du vecteur commercial pCINeo et le debut de la sequence 

20 specifique du cDNA en 5\ en ayant omis PATG du cDNA, afin de brancher 

directement le cadre de lecture du cDNA d'interet en phase avec celui de 
Povalbumine ou du lysozyme. 

- Un oligonucleotide cDNA-Smal AS contenant le site Smal et la region 3' du 
cDNA d'int£rSt , en omettant eventuellement un polyA endogSne cDNAet 

25 Poligonucteotide 3' contenant la sequence sp^cifiques du cDNA et le site SmaL 

Le fragment PCR amplifte est hydrolyse par Smal (sous reserve de Tabsence de ce site 
dans le cDNA) et clone en Smal dans un vecteur pMCS5 (Mobitech, Allemagne) dans 
lequel une sequence polyA de 277 bp a 6t£ pr£alablement sous clonee en Xbal/XhoL 
Cette sequence polyA est elle meme issue d'une hydrolyse par Xbal/Xhol du vecteur 

30 pIRESHygro (Clontech). L'orientation du fragment est alors controiee par simple 
digestion avec la carte fournie du cDNA d'interet. 
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En cas de presence d'un site de restriction Smal dans le cDNA d'interet, le fragment 
PCR amplifie est soumis a l'action de la T4 DNA polymerase pour rendre les extr&nittSs 
franches et directement clone dans le vecteur pMCS5 ouvert en Smal (bout franc). 

5 5.2 Obtention des fragments genomiques 

L'ADN genomique d'embryons de 6 & 9 jours de differentes souches dont la souche 
CNR (Cou Nu Rouge) et la souche S86N, est extrait soit selon une methode classique 
avec un tampon de lyse SDS Proteinase K, suivi ^extractions au phenol et phenol 
chlorofrome, soit a l'aide d'un kit de preparation (kit Prom^ga, ou Quiagen par 

10 exemple). Les differents protocoles donnent des rendements et des qualites de DNA 
compatibles avec leur utilisation respectivement la preparation d'une banque d'ADN 
genomique et une obtention de fragment PCR par amplification directe. 
Dans le premier cas, PADN genomique est dig6r6 partiellement par 1' enzyme Sau3AI et 
les extremity g^r^es reinplies par la polymerase Klenow en presence de deux des 

1 5 quatres nucleotides n£cessaires a la synthase. II en resulte un remplissage partiel, afin de 
prevenir la formation d'inserts concatemaires. Les inserts ainsi partiellement remplis 
sont inseres par ligature dans le vecteur k-GEM-12. Les vecteurs resultants de cette 
operation sont empaquettes dans des capsides de phages. A titre d'exemple, 3 isolats 
ind^pendants ont ete gen^s et leur titre determine, chaque isolat titre a 3x 10 6 pfu/ml 

20 environ. La qualite de la banque a ete verifiee par l'etude de quelques inserts pris au 
hasard. Avec une sonde ovalbumins obtenue par PCR genomique avec des 
oligonucleotides choisis a partir de la sequence publiee (Tableau 3), le criblage des 
phages permet d'obtenir des inserts, sous clones en vecteurs plasmidiques pBS SK+ 
pour donner le plasmide #72. Ces inserts soumis a une cartographie de restriction (dont 

25 EcoRI et BamHT) ont ete ensuite sequences. Une comparaison entre le g£ne publie (ref 
J00895 et Tableau N°3 ) et les deux bras 5' et 3' du vecteur preRH ainsi que les 
fragments du clone #72 montrent que les homologies sont extrSmement eievees au 
niveau nucleotides. Seuls, deux segments localises au niveau des introns 6 et introns 7 
presentent de faibles variations reparties sur quelques dizaines de nucleotides (resultat 

30 non montre). Cette comparaison demontre la grande conservation de ce g^ne entre les 
souches analysees. 
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Dans le deuxteme cas, diffSrents oligonucleotides obtenus k partir de la sequence 
publiee (Tableau 3 ci-dessus) sont utilises pour obtenir par PCR g&iomique les 
fragments donnant les bras 5 6 et 3' des vecteurs. 

5 

Pour le bras 5* du vecteur pOvaRH, les oligonucleotides OvaL 2995 S et OvaL 80 AS, 
situe respectivement a - 2995 bp et a 4- 80 bp par rapport a PATG du gene de 
l'ovalbumine amplifient une region de 3075 bp, qui, soumise a Phydrolyse par Ncol, 
libere un fragment de 2860 bp. Parallelement, a partir de la sequence qui specifie le 

10 peptide signal du lysozyme, un fragment appele lyso 1-18 - intron est prepare par 
amplification PCR sur le locus du lysozyme avec les oligonucleotides Lyso 1-18 et GE- 
IN-AS. Ce dernier oligonucleotide contient les 30 bp de l'intron artificiel du plasmide 
pCINeo. Les deux fragments (Ova5' et Lysol-18 intron) sont hydrolyses 
independamment par Ncol, purifies puis ligatures ensembles et Pamplification sur le 

15 produit de ligature avec les oligonucleotides OvaL 2995 S et GE-IN-AS donne le 
fragment Ova5' Lyso 1-1 8 de 3050 bp. Ce produit PCR est ligature avec des adaptateurs 
EcoRI, qui permettent de doner cet ensemble soit dans le vecteur pBSK au site EcoRI 
soit dans le pMCS5 digere en bout franc par EcoRV. 

20 Une derni^re hydrolyse de ce fragment Ova5'Lysol-18 par Bst981 e Ascl libere le 
plasmide coupe et un petit fragment de 220 bp en amont du fragment ova5\ Cette petite 
deletion permet de dessiner deux oligonucleotides Ova5\lS et Ova5\2S utilises 
ulterieurement pour le criblage des evenements de recombinaison. 

25 Le plasmide coupe est soumis a Paction de la polymerase Klenov afin de rendre les 
bouts francs avant d'etre ligature avec des adaptateurs Ascl et ligature de fa9on 
mtramoieculaire. II en resulte un plasmide pOvaLyso, qui contient en amont du bras 
Ova5' un site unique, qui permettra une linearisation du vecteur final. 

30 Pour le bras 3' du vecteur pOvaRH, Pamplification de la region avale situee entre.les 
positions + 1657 et +7707 par rapport k PATG du g£ne de l'ovalbumine avec les 
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oligonucleotides OvaL 1657 S et OvaL7707 AS donne un fragment d'une taille de 6050 
pb. Ce fragment a ete sous clone au site EcoRV de pMCS5 pour geh*§rer le plasmide 
pMCS5-Ova3' sens et pMCS5-Ova3' antisens. A partir du plasmide pMCS5-Ova3' 
antisens une digestion par Hpal (bouts francs) et Narl (5' sortant) permet d'obtenir le 
5 fragment de 6kb, qui est sous clone dans pBS-SK aux sites Apal (rendu bout franc) et 
AccI (compatible avec Narl) pour donner le plasmide pBS-SK Ova3\ 

Pour le bras 5' du vecteur pLyso RH, les amplifications proximales avec les 
oligonucleotides lyso 1789 S et GE-IN-Ceu-AS ont permis d'isoler un fragment et de le 

10 sous doner directement apr£s traitement a la T4 DNA polymerase et phosphorylation 
par la polynucleotide kinase dans le vecteur commercial pMCS5 ouvert en bout franc en 
EcoRV. Ce fragment pLyso 5' contient les 2900 bp sequence en partie non publiee de la 
partie proximale du g£ne du lysozyme ainsi que Tequivalent des 18 premiers acides 
amines de l'exon 1 correspondant au signal peptide du lysozyme. Ce fragment contient 

1 5 done un site donneur d'epissage ainsi que la sequence du petit intron artificiel, sequence 
ajoutee par ^oligonucleotide AS comme decrit precedemment avec le bras 5' du vecteur 
pova5\ 

Pour le bras 3' du vecteur pLysoRH, les amplifications distales avec les 
20 oligonucleotides Lyso 2859 S et Lyso 3185 AS ont permis d'isoler un fragment de 
2150 bp en 3' du gene. Ces oligonucleotides portent a leur extremite des sites Seel et 
MluL Ce fragment soumis au traitement de la T4 DNA polymerase, d'une 
phosphorylation par la polynucleotide kinase et directement ligature dans le plasmide 
pMCS5 ouvert en bout franc par EcoRV donne le plasmide plyso3\ L'hydrolyse de ce 
25 plasmide par Aflll/Avrll suivi de Taction de la T4 DNA polymerase et d'une ligature 
intramoleculaire permet de generer le plasmide pLyso3\ 

53 Construction du squelette pOvaRH 

L' assemblage final du vecteur de RH par apports successifs de differentes cassettes 
30 (cassette de selection, insertion du cDNA ou du g&ie d'interet...) est realise selon 
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difKrents sch&nas. Un schema est decrit sans qu'il soit exclusif, d'autres possibility 
existant en fonction des sites de restriction presents dans certains cDNAs d'int&et. 
Le plasmide pCMV N6oOva3' est construit par ligature du fragment Ova3' qui resulte 
de la purification apres coupure par BamHI du plasmide pOva3', avec le fragment 
5 purifi6 et dephosphoryte pCMV Neo polyA, obtenu par hydrolyse Bglll/BamHI du 
plasmide pCINeo(A-hindlll), Quelques modifications du polylinker present en aval de 
Tinsert OvaS'lyso sont egalement effectu<§es avant de rassembler les deux fragments 
Ova5'lyso et pCMV-N£o-Ova3' dans un vecteur pOvaRH (figure 3). Le fragment 
Narl/NotI present dans pOvaLyso est remplace par un adaptateur NotI pour donner 

10 pOvaLyso-Notl ce qui permet de conserver le site NotI comme site unique de clonage 
des cDNA d'interet en eliminant de nombreux sites. Le plasmide pOvaLyso-Notl est 
initialement coupe initialement par Pad, puis traits par la T4 DNA polymerase pour 
rendre l'ADN bout franc. La liberation de Tinsert OvaLyso-NotI est alors obtenue par 
une coupure NotI. Le fragment de 3kb OvaLyso PacI F / NotI est clone aux sites Kspl 

15 soumis k Taction de la T4 DNA polymerase afin de rendre les bouts francs / NotI de 
pCMV-Neo Ova3\ Ce clonage oriente permet de g&ierer le vecteur de pOvaRH final 
qui presente de 5' en 3 9 : 

- le site unique AscI, qui permet la linearisation du vecteur avant transfection 

- le bras g&iomique Ova5 * ly so (1-1 8)-debut intron, 
20 - le site unique NotI site unique de clonage des cDNA, 

- la cassette de selection a la nSomycine 

- le bras g&iomique Ova3 ' . 

Le vecteur pOva RH est alors utilisable pour inserer les differents cDNAs d'interet. 

25 5.4 Construction du squelette pLysoRH 

Le fragment Lyso 3', obtenu par Thydrolyse par Mlul du plasmide pLyso3' est ligature 
dans le plasmide plyso5\ prealablement ouvert et dephosphoryte aprSs hydrolyse par 
Mlul. II en r<§sulte le plasmide pLyso5'Lyso3' dans lequel le fragment purifie et 
dephosphoryle pCMV N<§o polyA, obtenu par hydrolyse NotLMluI du plasmide 
30 intermediate pMCS5 CMVNeSoPolyA. Ce dernier sous clonage est realise pour flanquer 
la cassette de selection du site NotI en 5', afin de preserver ce site pour les clonages des 
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cDNAs d'int&et. II est obtenu par insertion du fragment Bglll/BamHI du plasmide 
pCINeo(A-hindIII ) dans le pMCS5 ouvert et dephosphoryie en EcoRV. 
Le vecteur pLysoRH obtenu contient successivement de 5' en 3' : 

- le site unique AscI, qui permet la linearisation du vecteur avant transfection 
5 - le bras genomique LysoS 9 avec le peptide signal 1-18 -debut intron, 

- le site unique NotI site unique de clonage des cDNA, 

- la cassette de selection a la neomycine 

- le bras g&iomique Lyso3 ' . 

Le vecteur plysoRH est alors utilisable pour insurer les differents cDNAs d'interet 
10 (Figure 4). 

5.5 Application a Pexpression de differ en tes proteines 

Les cDNAs de diflferentes proteines d'interet ou proteines modules sont insures dans ces 
vecteurs pOvaRH et pLyso RH. De fa9on non exhaustive, la strategie consiste a 

15 preparer le cDNA selon le schema presente precedemment et k l'inserer dans le vecteur 
ouvert en NotI. Des variantes dans l'ordre des clonages des differentes parties peuvent 
etre necessaires. Des s£quenfages partiels ou en totality sont realises afm de verifier le 
bon enchalnement des differents elements inserts. Ainsi, a titre d'exemples non 
exhaustifs, des vecteurs ont 6t6 construits avec les cDNAs de l'6rythropoi6tine pOvaRH 

20 Epo, pLysoRH Epo, de la beta-galactosidase pOvaRH LacZ, pLysoRH LacZ, de 
l'heiiomycine peptide antibacterien pOvaRH Helio, plysoRH Helio) La figure 5 illustre 
le pOvaRH LacZ. 

Un cas particulier est ^application des vecteurs pOvaRH et pLyso RH & la production 
de molecules presentant leur propre signal peptide. La strategie de construction utilisee 

25 difiere un peu de celles precedemment decrites. Par exemple, le cDNA de l'interleukine 
1 1 est un fragment nucieotidique de 1 100 bp, sous clone dans le vecteur pBS SK dans 
les sites EcoRI. Comme il n'est done pas n^cessaire de fusionner le cDNA d'interet 
avec le peptide signal du lysozyme, le cDNA est ws6r6 directement en phase au niveau 
de l'ATG de l'ovalbumine, conduisant a une fusion au niveau du deuxidme acide amine 

30 de l'interleukine 1 1 . Dans cette exemple, le cDNA de PIL-1 1 est soumis £ Taction de la 
polymerase Taq dans une reaction de PCR en presence de deux oligonucleotides sens et 
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antisens qui presentent les sites Hind III et Xbal. Ce fragment est ainsi soumis k la 
double hydrolyse Hindlll/Xbal et ligature dans le vecteur pMCS5, lui-meme prepare 
ouvert en HindIII/XbaI 5 apres double hydrolyse par ces enzymes et traitement de 
dephosphorylation a la CIAP. II resulte de ce clonage directionnel le plasmide pMCS5- 
5 11- 1 1 . Ce dernier est soumis a la digestion Hpal/Nsil, le fragment est purifie et ligature 
dans le plasmide pOva5' AS, lui-meme ouvert en NcoI/PstI, r6pare en bout franc par 
Taction de la polymerase Klenow. II en resulte le plasmide pOva5' IL-1 1. 
Ce plasmide pOva5'Il-ll est soumis a la digestion par NotI, Tinsert est purifie et 
ligature avec le plasmide pCMVN<§oOva3\ lui-meme hydrolyse par NotI et 
1 0 d£phosphoryle. II en resulte le plasmide pOvaRH II- 1 1 compose de : 

- le site NotI (linearisation du vecteur avant transfection) 

- le bras genomique Ova5 5 avec TATG de Povalbumine, 

- le cDNA de l'IL-1 1 fusionne sur PATG et comportant un polyA 

- la cassette de selection contenant le gene de resistance a la n£omycine sous 
15 la d^pendance du promoteur CMV 

- le bras g&iomique Ova3' 

Une strategic analogue permet d'obtenir le vecteur pLysoRH IL-1 1 en presence du 
peptide signal endogene lysozyme et par deletion du peptide signal de l'IL-11 et 
inversement par deletion du peptide signal lysozyme endogene et apport du peptide 
20 signal de l'IL-11. 

Exemple 6 : Transfection des vecteurs dans differentes cellules aviaires 

6.1 Methodes de transfections 

25 Deux methodes generales de transfections sont utilisees : Telectroporation et la 
transfection par des liposomes. II semble que dans le syst£me souris, Teiectroporation 
soit en general choisi afin d'accroitre l'efficacite de recombinaison des vecteurs de 
recombinaison homologue. Neanmoins, peu d'etudes comparatives ont ete faites. 

30 - 1'electroporation 

L'eiectroporation est une methode qui permet de faire rentrer un DNA de taille trbs 
variable dans une cellule en creant par un choc eiectrique un pore transitoire au niveau 
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de la membrane cellulaire. Parmi les differents param&tres pouvant influencer 
l'efficacite de cette experience, on peut citer la concentration cellulaire (de 1 a 10 x 10 6 
cellules), la solution conductrice du signal contenant le melange cellules DNA (PBS, 
milieu sans serum ...), la concentration de DNA en g&idral Iin6aris6 (de 5 & 25 |j,g), la 
5 distance des Electrodes (cuvettes ou Electrodes simples directement dans la boite ou le 
puits de culture), 1'amplitude du signal dependant de la capacitance (de 10 k 1000 \sF) et 
du voltage appliques (de 5 a lOOmV pour les signaux carres et de 200 a 350 V pour les 
signaux non carrEs), le nombre de chocs Electriques dElivrEs et la forme de ce(s) choc(s) 
Electrique(s) applique(s). Par forme, on entend la fa?on dont une meme charge 
10 electrique est delivrEe, notamment selon un signal carr6, non carrE, exponentiel 
inverse... 

Le tableau 5 illustre quelques-uns de ces param&res : 

Tableau 5 : Efficacite d'electroporation du plasmide pCIN6o dans les cellules 
15 souches 



Capacitance (pF) 


25 


150 


300 


500 


700 


1000 


Clones A 


5 


122 


226 


335 


408 


286 


Clones B 


9 


149 


297 


454 


443 


361 


Clones C 


10 


180 


218 


361 


402 


365 


Moyenne 


8 


150 


247 


383 


418 


337 


Ecart Type 


3 


29 


43 


63 


22 


45 



L'electroporation du plasmide pCINeo linEaire est r6alis6e a l'aide d'un Electroporateur 
BioRad (Gene Pulser II). Les cellules souches dissociees, lavEes dans un milieu sans 

20 sErum et ajustEes k une concentration de 5 x 10 6 cellules dans 0,8 ml sont placEes dans 
une cuvette d'&ectroporation (chambre de 4mm). 5 h 20 \ig de plasmide Iin6aris6, 
pr6par6 dans du TE sont ajoutes aux cellules et le melange est laiss6 5-10 min a 
temperature ambiante, puis le choc Electrique est appliquS avec une capacitance 6x€e a 
560 uF. Les cellules sont alors placees a 4°c environ 10 min, puis ensemencees dans des 

25 boites de culture avec feeder dans les conditions de culture de ces cellules. 
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Classiquement, Equivalent d'une cuvette soit 5x 10 6 cellules sont reparties dans deux 
boites de 100 mm. 

Le tableau pr^sente 3 series r<§alis6es avec 15 jug de plasmide a 270 V. Les clones sont 
d<§nombres apres selection a la n6omycine pendant 7 jours (250 jig/ml), fixation au 
5 methanol et coloration au Wright/Giemsa 

- les liposomes 

- Par liposomes, on entend toute molecule chimique presentant entre autre des 
caracteristiques de cations lipidiques, seule ou assoctee a d'autres elements 

10 L'efficacite de differents liposomes a ete comparee sur differents types cellulaires. Les 
cellules souches embryonnaires etant fragiles, la presence de s£rum lors de la 
transfection est un element important. Differents materiels commerciaux ont 6te testes. 
II ressort que Tefficacite et la toxicite de ces composants sont variables (Pain et al, 
1999). De plus, la presence de s&um permet de diminuer les effets relativement 

15 toxiques de 1' exposition des cellules aux lipofectants et ainsi de preserver les chances 
d'obtenir des cellules recombinantes dans un etat physiologique et morphologique 
satisfaisant. Un avantage parmi d'autres de 1'utilisation des liposomes est le faible 
nombre de cellules utilisees par essai. Le tableau 6 ci-dessous illustre une efficacite 
relative de transfection avec un vecteur simple d'expression : 

20 

Tableau 6 ; Transfection des vecteurs de recombinaison dans differents types 
cellulaires 

Les cellules sont ensemenc^es dans leur milieu respectif a la densite de 5x 10 5 a 10 6 
25 cellules par boite de 100mm pour chaque type cellulaire. Le m&angede transfection, 
pouvant varier de 10.5 jig liposomes/ 3.5 jag DNA a 15 \\g liposomes/ 5 |xg DNA par 
boitede 100 mm, est mis sur les cellules de 3 a 15 heures selon les cas. La selection a la 
n^omycine est appliquee a 250 |ag/ml et les clones apparaissent de 5 k 10 jours apres 
transfection. Les clones sont pr&ev&s et analyses par PCR afin de d&ecter les 
30 6v£nements de recombinaison. 
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Un exemple typique d' amplification est constitu£ d'un clonage en puits d'une plaque de 
24, d'un passage en puits d'une plaque de 12 puits, puis d'une amplification en boite de 
60 mm ou de 100 mm. Les 6tapes de criblage mises en place de fa?on optimale entre le 
passage du puits d'une plaque de 24 puits au puits d'une plaque de 12 puits permettent 
5 de limiter l'amplification aux seuls clones detectes positifs par PGR. Par puits de plaque 
de 6 puits, on obtient en general 5x 10 5 k 10 6 cellules. Ainsi, ne sont congeles en viable 
que les clones cribtes positifs par PCR. L'amplification pour analyse en Southern blot 
ne concerne 6galement qu'un faible nombre de clones. 

Le tableau rassemble differents exemples obtenus avec des cellules de difterentes 
10 natures et k differents passages. II est necessaire de constater que les efficacites de 
transfection et d'efiicacite de recombinaison semblent variables selon les vecteurs et 
pour un meme vecteur pourraient etre dependantes de la physiologie (age, 6tat...) des 
cellules utilisees. 



Cellules 
(nb de passage) 


Vecteurs 


Clones 
analyses 


Clones positifspar 
PCR 






nb 


nb 


% 


LMH (p25) 


pOvaRH Helio 


35 


1 


3,8 


HD11 


pLysoRH GFP 


40 


1 


2,5 


HD11 


pLysoRH Epo 


36 


3 


8,3 


Valo4 (p39) 


pOvaRH Helio 


64 


1 


1,6 


Valo4 (p53) 


pOvaRH LacZ 


28 


1 


3,6 


S86N 48 (pl3) 


pOvaRH Helio 


48 


1 


2,1 


S86N 16 (pl23) 


pOvaRH Helio 


264 


23 


8,7 


S86N16(pl29) 


pOvaRH LacZ 


168 


1 


0,6 


S86N16(pl29) 


pOvaRH helio 


157 


14 


8,9 


S86N16(pl37) 


pOvaRH Helio 


96 


3 


3,1 


S86N 16 (pl40) 


pOvaRH LacZ 


143 


7 


4,9 


S86N 16 (p203) 


pLysoRHx 


94 


25 


26 


S86N45 (p71) 


pLysoRHx 


94 


10 


10,4 


S86N45 (p79) 


pLysoRH Helio 


96 


15 


15,6 
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S86N88(pl4° 


pOvaRH LacZ 


79 


1 


1.2 


Valo8 (plO) 


pOvaRHHelio 


35 


1 


2.8 


Valo8 (p 13) 


pOvaRH H&io 


120 


3 


2.5 



6.2 EfficacitS de transfection stable avec les vecteurs de recombinaison 

L'efficacite de transfection stable est estimee par le nombre de clones obtenus apr&s 
selection par la drogue qui est d&oxifiee par le gene present dans la cassette de 
5 selection. Dans les cas reports, la n^omycine a 6t6 genfralement utilis£e. D'autres 
drogues peuvent Stre utilises en fonction de la presence d'un gene de resistance 
different dans le vecteur transfecte. Parmi les drogues classiques, on trouve la 
n^omycine, l'hygromycine, la puromycine, la phteomycine, la zeomycine, la 
blasticidine, la viomycine. ... D'autres milieux de selection peuvent dtre utilises comme 
10 r addition d'analogue des bases, les milieux de selection classique comme le milieu 
HAT... 

Les clones sont compt^s en fin de periode de selection correspondant a la disparition des 
cellules dans les boites t£moins de V experience. Ces t&noins sont soit des cellules non 
transferees soit des cellules transferees avec un vecteur ne contenant pas de g£ne de 
15 resistance a Pantibiotique utilise. 

6.3 Cellules utilisees 

63.1 Fibroblastes embryonnaires de poulet (CEFs) 

20 Les fibroblastes Embryonnaires de poulet (Chicken Embryonic Fibroblasts) sont 
obtenus a partir d'une mise en culture d'embryons de poulet incubus de 9 a 13 jours 
selon un protocole bien etabli et connu de la personne de Tart. Ces cellules primaires 
sont amplifies et maintenues en culture pendant un nombre de passage peu important 
(inferieur k 30 en g£n£ral) car les cellules presentent rapidement (en general h partir des 

25 passages 15 a 20) une phase progressive d'arret de proliferation et une entree en 
senescence caract£ris£e par un taux de divisions plus faible, une morphologie etalee de 
moins en moins fibroblastique. Cette phase de senescence conduit k la disparition des 
cellules sauf dans de trds rares cas ou l'etablissement spontane de cellules 
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fibroblastiques aviaires et de poulet en particulier a ete observe (lignee DF-1) (Himly et 
al, 1998 ; Kim etal., 2001). 

Les transfections des vecteurs de recombinaison homologue sont done r6alis£es lors des 
passages prScoces (de 1 k 10), afin d'optimiser k la fois la possibility de seiectionner et 
5 d' amplifier les clones resistants a la selection mais aussi pour, limiter une eventuelle 
derive caryotypique et Tentree rapide en senescence. En general, les clones obtenus sont 
isolables, mais pas ou peu amplifiables. Par contre, ils peuvent etre consideres comme 
des sources potentielles de noyaux modifies pour des experiences de clonage nucteaire. 

10 6.3.2 Lignee LMH 

La lignee de cellules LMH est une lignee d'hepatocyte de poulet, obtenue par 
carcinogenese chimique (Kawaguchi et al., 1987) Cette lignee a 6t6 caracteris£e au 
niveau caryotypique et presente un polyploi'die importante. Les cellules sont en general 
maintenues en DMEM ou HamF12, en presence de 8 % de serum de veau foetal, de 2% 

15 de serum de poulet, de 10% de TPB et d'antibiotiques. Ces cellules represented un type 
cellulaire dendritique interessant, tres different des cellules monocytes, fibroblastes et 
des cellules souches et pr^sentent une sensibilite relative a differentes hormones 
steroi'diennes. Les transfections de vecteurs de recombinaison pOvaRH notamment dans 
ces cellules ont permis d'obtenir des clones et des evenements de recombinaison. Le 

20 tableau 6 illustre les r&ultats de ces transfections. 

6.3.3 Lignee HD11 

La lignee de cellule HD11 est une lignee de monocytes de poulet immortalises par la 
presence de l'oncogene v-myc apportee par un retrovirus aviaire (Beug, et al., 1979). 

25 Cette lignee est productrice de virus, capables de propager r oncogene. Certains clones 
pourraient etre eventuellement non producteurs. Les cellules sont en general maintenues 
en milieu HamF12, compl&nente avec 5% de serum de veau foetal, de 2% de serum de 
poulet, de 10% TPB. Comme precise dans Introduction, les macrophages actives 
produisent des quantites de lysozyme endogene. En les modifiant par les vecteurs de 

30 recombinaison pLysoRH, ces cellules peuvent done servir de modeie de production k la 
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mofecule inser^e dans ce vecteur. On realise ainsi une strategic knock in de production. 
Le tableau 6 illustre ci-dessus les r6sultats de ces transfections. 

6.3.4 Cellules souches embryonnaires 

5 Les cellules souches embryonnaires de poulet utilis6es dans les exemples sont des 
cellules souches obtenues in vitro par la mise en culture de cellules de blastodermes de 
poulet (Pain et al., 1996 ; US 6,1 14,168 ; WO 96/12793). Les cellules sont maintenues, 
amplifies in vitro et sont surtout capables de proliferer sur des p&iodes de temps long. 
Les profils de proliferation mettent en Evidence des phases de proliferation rapide et 

10 plus lente au cours de P&ablissement relatif des cellules. Cette particularity 
d'6tablissement a partir d'un isolat primaire est tout a fait unique pour une cellule 
d'origine aviaire, sans Intervention exterieure d'un agent immortalisant ou un 
processus de transformation chimique. On peut distinguer ainsi arbitrairement les 
phases de proliferation precoces de ces cellules, qui sont observes durant les premiers 

15 passages (du passage 1 au passage 20) et les phases de proliferation plus tardives 
(passages > 20). Ces cellules souches sont transferees avec les differents vecteurs de 
recombinaison contenant les cDNAs d'interet 

Le tableau 6 et le tableau 7 ci-dessus illustrent les r^sultats obtenus avec differents 
20 vecteurs. II apparait que ces cellules souches sont modifiables dans differents loci par 
une approche de recombinaison homologue. 

Tableau 7 ; Transfection de cellules CECs avec differents vecteurs depression 
simple 

25 5 |ig de vecteur pCINSo avec 15 ng de Fug&ne 6 (Roche) est transfecte sous sa forme 
circulaire sur 0,8 xlO 6 cellules S86N16 k differents passages. Apr£s application de la 
selection k la n£omycine par addition de G418 (250ug/ml) pendant 5 k 8 jours, des 
clones sont obtenus. Les boites sont fixSes au methanol (100%) et une coloration au 
Giemsa permet de d&iombrer rapidement les clones. Cet exemple d6montre dans des 

30 essais ind6pendants que les cellules sont transfectables en stable avec des vecteurs 
simples, selectionnables et que les clones peuvent etre amplifies. N6anmoins, les 
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niveaux d'expression des transg&ies sont tr6s variables d'un clone k F autre, comme on 
peut le visualiser facilement en 6valuant Fintensite de fluorescence du marqueur E-GFP 
par exemple. 



Essais 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


Moyenne 


Ecart 
type 


Nombre de clones 


75 


90 


135 


124 


146 


106 


113 


27 



5 

6.4 Etat physiologique des cellules 

Par etat physiologique, on entend l'£tat de differentiation, de transcription et 
d'activation des cellules utilisees. Modifiees au niveau des loci cibles par les vecteurs 
10 simples et les vecteurs de recombinaison homologue, les cellules reagissent au niveau 
physiologique. II apparait done utile de les suivre en fonction de leur utilisation future 
dont les deux principales sont : 

- F injection des cellules modifies dans des embryons receveurs pour suivre leur 
contribution dans les embryons et plus tard au niveau des poussins et animaux adultes 
15 - la production in vitro par les cellules modifies des molecules d'intSret apport6es dans 
les vecteurs notamment mais de fa9on non exclusive dans le cas des cellules LMH et 
HD11. 

6.5 Clonage et detection des evenements de recombinaison 

20 

6.5.1 Clonage 

Les clones, observes macroscopiquement et microscopiquement sont preleves et mis 
directement en plaque de 24 puits. II est important de pr&ever les clones dbs que 
possible pour limiter les effets de melange entre clones. L'origine des clones selon les 
25 diffcrentes boites est mentionnee pour controler le niveau d'ind^pendance de deux 
clones positifs par exemple. Les conditions de proliferation des clones sont a peu prSs 
les memes que celles utilisees pour les cellules parentales. Les clones, une fois pr61ev6s 
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sont observes quotidiennement et d6s que la density des cellules le permet, les clones 
sont dissoctes et amplifies pour analyse. 

6.5.2 Criblage des clones par PCR 

5 Les cellules des clones en proliferation dans les puits sont lav£es, dissociees et 
pr£par£es pour etre d'une part reensemencSes pour une amplification et d'autre part 
pour etre analyses. Le DNA est principalement extrait k l'aide de techniques classiques 
dont des kits commerciaux. DiffSrentes detections sont lanc<5es pour cribler les 
ev£nements de recombinaison. Les mises au point des conditions de PCR sont r£alis£es 

10 pour chaque couple d' oligonucleotides avec du DNA extrait de cellules transfect&s, 
selectionnees et non clon^es individuellement. Cette approche en 'pool' permet 
d'obtenir rapidement du materiel k tester. De fa9on gen&rale, une premiere PCR est 
realisee pour detecter le locus endogfene cibl6 afin de s'assurer de la qualite des 
extractions et des DNA. Une deuxi&ne PCR est r£alis6e pour detecter un Svenement de 

15 recombinaison entre un oligonucleotide externe a la construction et une sequence 
commune a tous les vecteurs d'une mSme famille par exemple la sequence peptide 
signal lyso 1-18. Cette PCR est consider^ comme discriminante pour les evenements 
. de recombinaison. Sur les clones positifs dans cette derniere PCR, de nouvelles series 
de PCR sont realisees toujours avec le meme oligonucleotide externe mais avec un autre 

20 oligonucleotide sp6cifique de chaque cDNA de fa?on a s'assurer de sa presence et de la 
non modification g<§n£rale du cDNA insere. Cette PCR est consid&ee comme 
discriminante et permet de renforcer r observation des clones positifs. 
La figure 6 illustre cette detection par PCR de clones. La majority des clones est 
d&ectee negative, certains detects positifs recombines. Ce premier tri permet de ne 

25 garder que quelques clones qui sont amplifies, congetes et analyses par Southern blot. 

Legendes figure 6 : Detection par PCR des clones positifs recombinants 

A titre d'exemple le DNA est extrait avec le kit Promega (Madison, WS). Le culot 
cellulaire de chaque clone est repris dans 300 jil de tampon de lyse (Nuclei Lysis 
30 Solution, NLS), en presence de 20 jig/ml de RNAse. Le lysat est homog6n&s£, incube 
30 min k 37°c et 100 p.1 de tampon de precipitation de Prolines (Protein Precipitation 
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solution PPS) ajout6. L'ensemble est incub£ k 4°c apr£s agitation forte. Le sumageant 
est prelev<§ aprds centrifugation et 400 \il d'isopropanol ajoute. Apr£s precipitation et 
centrifugation, le culot est lav6 en ethanol 70°c, seche et repris dans 50 fil de TE (10.1). 
Les volumes peuvent etre utilises de fa9on proportionnelle pour des extractions avec 
5 plus de cellules. La quantite de DNA obtenue est estim^e par dosage 
spectrophotom£trique. L'extraction d'un culot Equivalent k un puits d'une plaque de 24 
puits donne approximativement de 0,5 a 2 jLtg de DNA selon la densite des cellules dans 
le puits. Les PCR sont r^alis^es sur 100 a 500 ng environ. 

- Une premiere PCR est realis6e sur 38 6chantillons (N° 1 a 39) pour detecter le locus 
ovalbumine endog£ne et s'assurer de la quality des extractions et des DNA. Cette 
reaction utilise deux oligonucleotides qui donne une bande amplifiee de taille de 2950 
bp (pistes 1^39 partie superieure du gel). 

- Une deuxteme PCR est realisee pour dEtecter un evenement de recombinaison entre un 
oligonucleotide externe et la sequence commune a tous les vecteurs ici, la sequence 
peptide signal lyso 1-18. La taille attendue dans ce cas est de 2900 bp (pistes 1 a 39, 
partie infereieure du gel). 

- M : marqueur de taille, 

- C, contrdle DNA (obtenu d'un melange de clones), 

- Cn, contrdle negatif de la PCR sans DNA 

Une autre PCR est r<§alis£e pour determiner par exclusion le sexe des clones positifs 
avec des oligonucleotides sp£cifiques d'une region r£p&6e du chromosome W. Seuls les 
clones Femelles (ZW) pourront etre detectes, les clones males (ZZ) ne le seront pas. 
25 La figure 7 illustre cette detection differentielle sur quelques clones. 

Legende de la Figure 7 : Detection du sexe de differents clones identifies positifs 
par PCR 

Les DNA de differents clones detectes positifs par PCR pour un evenement de 
30 recombinaison homologue sont soumis a une PCR genomique pour determiner le sexe 
des clones. Les oligonucleotides utilises sont specifiques du chromosome W du poulet. 



10 



15 
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lis ne peuvent d&ecter que les clones femelles. Dans la figure, les clones sont 
majoritairement males, comme les cellules utilises (S86N16), a P exception du clone 
A5-1, issu de cellules precoces d'une autre origine (cellules S86N 48). 

5 Clones obtenus avec pOvaRH H&io : CIO, D21, C44, A5, A21, A5-1 
Clones obtenus avec pOvaRH lacZ : A 5-2, A25, A28, B28, B36 
Cellules parentales : S86N 16 
Control positif : DNA de sang de femelle 
Control negatif : DNA de sang de male 
10 M: Marker 

6.53 Southern blot 

Afin de verifier les rSsultats obtenus en PCR g£nomiques sur les clones positifs avec les 
deux PCR discriminantes pour la detection d'un tenement de recombinaison, une 
15 analyse en Southern blot est realis6e avec du DNA extrait des clones. Cette analyse 
permet de verifier que : 

les tallies du locus cible sont conservees et qu'il n'y a pas de d£16tion majeure 
un seul evenement de recombinaison a eu lieu et que le g&iome ne contient pas 
d'autres integrations aldatoires. 

20 

Le DNA des clones est extrait selon une methode classique de Proteinase K-SDS, avec 
extraction ph&iolique ou k Paide d'un kit commercial d'extraction (Qiagen, Promega). 
Dans une approche classique de biologie moteculaire, une quantite variable de DNA est 
soumise k Phydrolyse par difterentes enzymes, afin de permettre de reperer les 
25 fragments dont la taille est differente en fonction de Pev&iement de recombinaison. 

Le Tableau 8 illustre la detection des tenements de recombinaison par Southern Blot 
en fonction des differentes sondes utilises 

Tableau 8 : Detection des evenements de recombinaison par Southern blot 



30 
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Les DNA hydrolysis sont soumis & une migration 61ectrophor6tique qui sSpare les 
fragments selon leur taille. Le proc£d6 classique de Southern blot est appliqu6, avec un 
transfert sur une membrane hybond N+ (Amersham Pharmacia biotech, UK). Les 
sondes utilisees pour Phybridation sont obtenues soit par PCR, soit par purification d'un 
5 fragment plasmidique contenant les differents genes d'int&et. A titre d'exemple, les 
sondes lacZ (1159 bp) et N6o (354 bp) sont obtenues par PCR a partir de matrice 
plasmidique. La sonde ovalbumine 3' est une sonde intronique de 800 bp, obtenue a 
partir du DNA g6nomique. La sonde ovalbumine 5* est une sonde intronique de 870 bp. 
Ces sondes sont obtenues par PCR. 

10 Les sondes purifiees sont marquees avec l'alcaline phosphatase h Taide du kit AlkPhos 
(Amersham Pharmacia Biotech, UK) et peuvent etre gardees plusieurs mois a -20°c. 
Pour la detection les membranes sont pre hybridies sous agitation a raison de 1 ml/cm 2 
dans un tampon d'hybridation et ensuite hybridees a 55°C par addition de la sonde 
marquee (5 ng/ml). Les membranes sont alors lavees a 65°c dans le tampon primaire 

15 contenant de Puree 2M, du NaCl 150 mM 3 du NaPhosphate 50mM, du MgC12 1 mM, 
SDS 0,1% et du 'blocking agent' 0,2%, fourni par le kit, puis dans le tampon secondaire 
contenant TrisHCl 50 mM pH 1 0.0, NaCl 100 mM a temperature ambiante. 
Le syst&ne de relation par chimiluminescence, pret k Pemploi est ajoute sur la 
membrane lav£e (1 ml/cm2) et Pintensit£ des bandes est rev£16e par autoradiographic. 

20 La taille des bandes d£tect£es est compare avec la taille attendue. 

Le critdre pour retenir les clones est une bonne adequation entre la taille attendue et 
celle observe. Des hybridations compl&nentaires sont realises (resultat non montre) 



Digestion 


BamHI 


Seal 


Sonde 


-RH 


RHH61io 


-RH 


RHHelio 


Ovalbumine 3' 


18.5 kb 


7kb 


12 kb 


12.7 kb 


Ovalbumine 5' 


18.5 


9.5 


12 


12.7 


Neomycine 


/ 


2 


/ 


12 



25 La figure 8 illustre cette analyse en fonction des tallies attendues. 
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6.6 Caracterisation des clones 

Les differents criteres utilises pour caracteriser les cellules parentales sont utilises pour 
caracteriser les cellules clonees. 

5 6-6.1 Verification du caryotype 

Le caryotype des cellules est analyse sur les metaphases des cellules obtenues selon un 
protocole classique apr£s un traitement a la colcemide (pulse de quelques heures avec 
0,05 & 0,15 [xg/ml final, de preference 0,08 |ig/ml) des cellules en proliferation. Les 
metaphases etalees sont observees sous microscope et le nombre de macrochromosomes 
10 compte. Le comptage des minichromosomes est realisable mais plus delicat et une 
evaluation plus en detail par hybridation in situ peut egalement Stre envisag^e. Par 
ailleurs, la verification par FISH (hybridation in situ avec une sonde fluorescente) de la 
presence du transgene renforce les observations realisees par Southern blot quant a 
l'unicite de l'evenement. 

15 

6.6.2 Activite Alcaline phosphatase endogene 

Le premier test uiunmocytochimique utilise est la detection de l'activite alcaline 
phosphatase endogene. Tous les clones positifs en PCR et valides par l'analyse en 
Southern Blot sont etudies comparativement aux cellules parentales. 

20 

6.6.3 Anticorps de surface 

Comme les cellules parentales sont positives, la presence des antigdnes de surface 
specifiques des cellules souches est egalement recherchee au niveau des clones 
recombines obtenus. Les reactions avec les anticorps SSEA-1, TEC-01 et EMA-1 sont 
25 systematiquement realisees. 

6.6.4 Activite telomerase 

L'activite telomerase apparait 6tre un des bons critdres pour juger de l'etat indifferencie 
de cellules souches. Aussi, comme pour les cellules parentales, l'activite telomerase des 
30 differents clones recombines est analysee. Lors du passage des clones pour leur 
amplification et congelation, un petit aliquot de 5 x 10 3 a 5x 10 5 cellules est prepare 
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sous forme de culot cellulaire et Pactivit6 t61om£rase de ces cellules est 6valu6e k Paide 
du kit Telo TAGGGT&omerase PCR Elisa' (Roche). Le niveau de Pactivite telomfrase 
apparait etre un bon reflet de la qualite des clones notamment apres la pression de 
selection appliquee par la drogue. 

Le tableau 9 ci-dessous illustre quelques-unes de ces caracteristiques sur des clones 
recombines : 

Tableau 9 ; Caracterisation de clones pOvaRH H61io issus du criblage par PCR 



Cellules 


Detection 
AP* 


Anticorps 
TEC01 (%) 


Anticorps 
EMA-1 (%) 


Telon 
(bla 
0,< 


nerase 

inc= 

)7) 




-RA 


+ RA 


-RA 


+ RA 


-RA 


+ RA 


-RA 


+ RA 


S86N16 * 


++++ 




90 


<10 


90 


10 


>1,5 


<0,2 


CIO 


+++ 




70 


<10 


90 


<10 


1,23 


0,282 


C44 


+++ 




70 


<10 


90 


<10 


1,13 


0,20 


D21 


+++ 




90 


<10 


90 


<10 


1,04 


0,15 


A5-1 


NT 


NT 


NT 


NT 


NT 


NT 


1,08 


0,257 


A21 


+++ 


+ 


NT | 


NT 


NT 


NT 


1,13 


0,62 


A 37 


+++ 


+/- 


NT 


NT 


NT 


NT 


1,09 


0,566 



Les cellules sont ensemencees dans des puits d'une plaque de 12 puits k 10 4 cellules par 
puit en moyenne. Les differentes caract6risations sont effectu^es apr&s fixation dans le 
cas de la detection AP et anticorps et sur culot sec qui est lys6 selon le protocole 6tabli 
1 5 dans le kit Roche dans le cas de Pactivite t£lom6rase (NT = Non Teste). 

Conclusion : les clones sont dans leur ensemble semblables aux cellules parentales 
*(S86N16) quant aux differents marqueurs utilises pour caracteriser PStat des cellules. 

6.7 Conversion allelique 

20 Les clones obtenus et selectionn^s aprfes Panalyse en PCR et en Southern blot sont a 
priori modifies sur un seul allele (detection de PaMe sauvage en analyse Southern 
Blot). L'obtention des deux alleles modifies peut se r6aliser in vivo et in vitro. In vivo, 
les animaux homozygotes pour la modification sont obtenus aprfes croisement des 
animaux heterozygotes, eux memes descendants des animaux chimeres, directement 
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obtenus aprfes injection des cellules modifiees. In vitro, la conversion all&ique du 
deuxieme allele non encore modifie est notamraent possible par Papplication sur les 
clones d'une selection k de fortes doses de la drogue G4 18 (de 0,5 a 5 mg/ml). Cette 
approche permet d'obtenir des quantity int&ressantes de prolines a la fois in vitro et in 
5 vivo. 

Exemple 7 : Test in vitro des vecteurs de recombinaison pour la production des 
proteines d'interet. 

10 Le but de F invention est de produire les molecules dans le liquide physiologique de 
l'animal, notamment le sang et le blanc d'oeuf. Pour r^aliser cette approche les vecteurs, 
notamment les vecteurs de recombinaison homologue sont construits selon les sch&nas 
decrits pr6cedemment. Ces vecteurs de recombinaison ciblent differents loci dont 
principalement le locus de l'ovalbumine et celui du lysozyme. Un point important est la 

15 validation de ces vecteurs par une approche in vitro. Notamment il est important de 
suivre le repliement de la proteine a produire, les modifications post traductionnelles 
obtenues in vitro dans un systeme aviaire et l'influence de l'etat homozygote du locus 
modifie sur l'expression de la molecule d'interSt Les strategies de secretion sont 
egalement 6tudiees via un modele in vitro, avec des signaux peptides et des strategies 

20 d'epissage differents selon les constructions. 

Deux syst&mes compl&nentaires sont d^veloppes pour etudier chacune des principales 
classes de vecteurs. 

7.1 Differenciation in vitro des clones recombines 

25 Dans une premiere approche la differentiation in vitro des clones de cellules souches 
peut etre mise k profit pour suivre la production des molecules dans le surnageant des 
cultures. Les conditions de milieux utilises font appel a la formation de corps 
embyroi'des soumis k la presence de differents agents tels que des inducteurs comme par 
exemple le dim&hylsulfoxide, Tacide r6tinoique, le TPA, le PMA, le LPS, des facteurs 

30 comme par exemple le FGF, TGFp, MCSF, cMGF, des hormones, comme les hormones 
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st&oides, Toestradiaol, la dexamethasone, la progesterone ou d'autres families 
d'hormones. 

7.2 Stimulation des cellules en lign^e recombinees 

5 

7.2.1 Validation des vecteurs pOvaRH 

Les cellules LMH sont des cellules aviaires issues d'une tumeur hepatique. D'apres 
quelques exemples pris dans la literature, le gene de l'ovalbumine semble etre activable 
dans la lignSe LMH selon differentes conditions de stimulations hormonales. 

10 Notamment, une combinatoire d'insuline, d'oestradiol et de dexamethasone (steroi'de 
mimant Taction des glucocorticoTdes) permet une induction plus ou moins importante 
du gene de T ovalbumins Cette stimulation peut etre utilis<§e sur les clones recombines 
des cellules LMH. Des co-transfections des r&epteurs nucteaires ER et COUTF sont 
£galement envisagees pour accroitre le niveau de ces r^cepteurs dans les cellules et ainsi 

15 pennettre une meilleure induction du gene de Tovalbumine sous Teffet des differents 
inducteurs utilises. Les vecteurs de la famille pOvaRH sont pr6f6rentiellement utilises 
dans cette approche. 

7.2.2 Validation des vecteurs pLyso RH 

20 II apparait possible d'induire la differentiation des cellules HD11, lign<§e de monocytes 
de poulet en cellules macrophages par differents traitements, dont une action par les 
lipopolysaccharides (Goethe et al., 1994 ; Goethe and Phi-Van, 1998). Dans une 
approche de stimulation par ces substances, le surnageant des clones recombin6s, 
notamment avec les vecteurs de la famille pLysoRH est 6tudie et permet d'obtenir des 

25 quantity importantes de proteines d'interet. 

Le Tableau 10 ci-dessous illustre cette production de molecules d'interet a partir des 
cellules HD11 recombinees avec un des vecteurs de la famille pLysoRH specifiquement 
sous Taction d'inducteur dont les LPS. 

30 Tableau 10 : Stimulation des cellules HD11 transfect^es avec le vecteu r dLvso RH 
Epo 
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Les cellules HD11 sont transferees et des clones recombin^s obtenus avec le vecteur 
pLysoRH Epo. Sur les clones stimulus par le LPS (5 ^ig/ml), deux analyses sont 
effectuees : 

A : une reaction de RT-PCR pour d&ecter les messagers du lysozyme endogene dans les 
5 cellules non trasnfect£es induites et les messagers de l'&ythropoi&ine dans les clones 
de cellules recombinees. 

B : Une detection par reaction Elisa (kit Roche ) du surnageant des clones stimulus ou 
non stimules permet de titrer la presence d'erythropoletine 







D.O.a450 


Concentration 


Standard 


SI 


0 


0 


S2 


0,12 


11 


S3 


0,26 


20 


S4 


0,46 


41 


S5 


0,86 


86 


S6 


2,00 


179 


ContrSle positif 


0,79 


71,4 


Contrdle n^gatif 


0,09 


1,2 


HD11 parentales 


-LPS 


0 


<0,5 


Clones non recombin6s 


+ LPS 


0 


<0,5 


Clone 1 pLysoRH Epo 


-LPS 


0,67 


61,3 


+ LPS 


2,22 


199 



Conclusion : le clone 1 produit de grandes quantity d'6rythropoi'6tine dans ie surnageant de 
10 culture. 

Exemple 8 : Injection des cellules modifies dans des embryons receveurs et 
obtention d' animaux. 

Les clones de cellules souches modifies sont caract6ris£s comme les cellules parentales 
15 k Paide des difKrents marqueurs d'immunocytochimie droits pr£c6demment. A Tissue 
de ces controles, certains clones sont utilises pour g6n£rer des animaux modifies, 
destines a produire la molecule d'int&et. Parmi les diffcrentes strategies utilis6es pour 
produire ces animaux, on peut distinguer : 

20 8.1 Injection intrablastodermique, 

Les cellules modifies sont injectSes dans la cavite blastodermique d'un embryon 
receveur de stade blastula selon un protocole decrit pr£c6demment (Pain et aL, 1996 . 
Brevets US 6,114,168 ; WO 96/12793). Les embryons utilises dans cette approche sont 
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non incubes ou juste incubus. Les cellules vont participer a la colonisation des 
embryons. Differentes methodes compl&nentaires permettent d'6valuer le niveau de 
contribution des cellules injectees, par exemple, une methode est bas6e sur une 
difference phenotypique entre une souche receveur non pigmentee blanche et une 
5 souche donneur coloree (dont sont issues les cellules utilises). Une autre methode est le 
suivi de la presence du transgene par PCR g&iomique k Paide ^oligonucleotides 
sp&ifiques. 

La figure 9 illustre la contribution phenotypique d'un clone modifte avec un vecteur 
d' expression simple. 

10 

LSgende de la figure 9 : Obtention de chimeres avec les clones modifies 

Chimferes obtenues avec des cellules modifies par le vecteur simple pEGFP- SV40 Neo 
Les ceufs injectes par voie blastodermique sont ouverts k differents stades et les 
embryons pr61ev6s pour etre analyses. Le DNA extrait est soumis k une reaction de PCR 

15 genomique avec diff&rents oligonucleotides pour detecter la presence du transg&ne (ici 
la E-GFP). La partie sup^rieure du gel montre ainsi 21 6chantillons analyses dont 11 
detectes positifs sur les 15 embryons injectes analyses. La partie infSrieure montre 
Panalyse realisee avec une autre paire d'oligonucleotides, permettant de valider la 
quality du DNA et de P extraction. 

20 Conclusion : les cellules embryonnaires modifies par un vecteur d'expression simple 
peuvent contribuer et coloniser les embryons de fa9on efficace. 

Le tableau 1 1 ci-dessous illustre l'obtention de chimeres avec un clone recombine. 

25 Tableau 11 : Difftrentes chimeres phSnotypiques obtenues avec un clone 
recombinS par le vecteur pOvaRH Helio, injecte par voie intra-blastodermique. Le 
taux apparent de chimSrisme est variable. 



Cellules injectSes 


Vecteur 


Animaux 
vivants 


Chimeres (%) 


S86N 66 (p5)* 


X 


13 


1 (8 %) 
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S86N 48 clone A5 


pOvaRH Helio 


37 


1 (3%) 


S86N 48 clone A5 


pOvaRH Mio 


43 


3 (7%)** 



* Cellules non modifies en controle 

** 6 autres animaux chimeriques ont ete obtenus a l'etat embryonnaire 



5 Le DNA des animaux chim&res vivants a 6t6 extrait a partir d'une biopsie de plume et 
une detection PCR confirme la presence du transgene dans les Schantillons (resultat non 
montr6). 

8.2 Injection intracardiaque 

10 Les cellules modifiees sont injectees dans la circulation sanguine via la voie 
intracardiaque d'un embryon de 48 a 72 h d'incubation. A ce stade de d^veloppement, 
la morphog6n£se de 1' embryon permet une accessibility importante de la cavitS 
cardiaque ^n formation. A Paide de fins capillaires les cellules sont injectees 
directement. Le d^veloppement se poursuit normalement jusqu'a l'6closion. 

15 Le Tableau 12 ci-dessous illustre la contribution ph6notypique de clones modifies dans 
les tissus d' embryons par injection intracardiaque 

Tableau 12 ; Obtention de chimeres phenotvpiques par injection intracardiaque 

20 Les cellules d'un clone modify avec un vecteur simple (dans 1' exemple le clone 14A est 
obtenu avec le vecteur pVVS65 contenant le pCMV E-GFP SV40 N6o) ou un vecteur 
de recombinaison sont injectees en intracardiaque directement dans la circulation d'un 
embryon incute quelques heures (de 36 a 72 heures). Dans l'exemple les tissus sont 
preleves sur les embryons de 5 a 21 jours selon les cas. Une PCR g<§nomique permet de 

25 d&ecter la presence du transgene, tandis qu'une autre PCR sur un g&ne endogene valide 
la quality du DNA analyst. 



Cellules 


Embryons 
injectes 


Embryons 
analyses 


Embryons 
positifs 


% 


Expl 


40 


16 


2 


12,5 
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Exp 2 I 40 1 18 I 3 1 16,7 

Exp3* 50 14 2_ 14,3 

Exp4* 50 18 2 H ? l 

E^5* 1 50 1 22 1 1 I 4 a 5 ~ 

* differents tissus sont prelev^s sur des poussins a Teclosion et analyses. Les detections 

PCR sont positives en general sur plusieurs tissus differents. 

5 8.3 Utilisation des noyaux modifies comme source de noyaux dans un processus 
de transfert nucteaire. 

Les cellules modifies sont des sources de noyaux modifies qui peuvent etre utilises 
dans des techniques de transfert nucteaire dans un ovocyte receveur afin de reconstituer 
un embryon. Dans ce cas, la modification apport<§e par le noyau est directement portee 
10 par 1' animal dans son patrimoine genetique et done transmis a tous ses descendants. Les 
techniques actuelles de fusion de la cellule et /ou du seul noyau avec Povocyte prepare 
permettent d'envisager une telle approche. Les phases d'activation permettant alors une 
reprogrammation efficace du noyau donneur en lieu et place du materiel genetique 
haplolde de Povocyte receveur. 

15 

REFERENCES 

Ahne, B. and W. H. Stratling (1994). Characterization of a myeloid-specific enhancer of 
the chicken lysozyme gene. Major role for an Ets transcription factor-binding site. J 
20 Biol Chem 269 : 17794-17801. 

Altschmied, J., M. Muller, et al. (1989). Cooperative interaction of chicken lysozyme 
enhancer sub-domains partially overlapping with a steroid receptor binding site. Nucleic 
Acids Res 17: 4975-4991. 

Arao, Y., E. Yamamoto, et al. (1996a). Steroid hormone-induced expression of the 
25 chicken ovalbumin gene and the levels of nuclear steroid hormone receptors in chick 
oviduct. Biosci Biotechnol Biochem 60 : 493-495. 



WO 03/043415 



PCT7FR02/03992 



65 

Arao, Y., N. Miyatake, et al. (1996b). Steroid hormones differentially induce 
transcription of the chicken ovalbumin gene, but stabilize the mRNA with the same 
half-life. J. Biochem 120 : 710-715. 

Arnold, R., M. Burcin, et al. (1996). DNA bending by the silencer protein NePl is 
5 modulated by TR and RXR. Nucleic Acids Res 24 : 2640-2647. 

Baba TW et al. (1988). Cell lines derived from avian lymphomas exhibit two distinct 
phenotypes. Virology 144: 139-151. 

Baldacci, P., A. Royal, et al. (1981). DNA organisation in the chicken lysozyme gene 
region. Nucleic Acids Res 9 : 3575-3588. 

10 Baniahmad, A., C. Steiner, et al. (1990). Modular structure of a chicken lysozyme 
silencer: involvement of an unusual thyroid hormone receptor binding site. Cell 61: 
505-514. 

Baniahmad, A., M. Muller, et al. (1987). Activity of two different silencer elements of 
the chicken lysozyme gene can be compensated by enhancer elements. Embo J. 6 : 
15 2297-2303. 

Bell, D. W., D. C. Wahrer, et al. (1999). Common nonsense mutations in RAD52. 
Cancer Res 59 : 3883-3888. 

Bellard, M., G. Dretzen, et al. (1982). Disruption of the typical chromatin structure in a 
2500 base-pair region at the 5' end of the actively transcribed ovalbumin gene. Embo J 1 
20 : 223-230. 

Bellard, M., G. Dretzen, et al. (1986). Hormonally induced alterations of chromatin 
structure in the polyadenylation and transcription termination regions of the chicken 
ovalbumin gene. Embo J 5 : 567-574. 

Berinstein, N., N. Pennell, et al. (1992). Gene replacement with one-sided homologous 
25 recombination. Mol Cell Biol 12 : 360-367. 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



66 

Beug H, von Kirchbach A, Doderlein G, Conscience JF, Graf T. (1979) Chicken 
hematopoietic cells transformed by seven strains of defective avian leukemia viruses 
display three distinct phenotypes of differentiation. Cell 18 : 375-390. 

Bezzubova, 0. Y. and J. M. Buerstedde (1994). Gene conversion in the chicken 
5 immunoglobulin locus: a paradigm of homologous recombination in higher eukaryotes. 
Experientia 50 : 270-276. 

Bezzubova, O., A. Shinohara, et al. (1993). A chicken RAD51 homologue is expressed 
at high levels in lymphoid and reproductive organs. Nucleic Acids Res 21 : 1577-1580. 

Bezzubova, 0., A. Silbergleit, et al. (1997). Reduced X-ray resistance and homologous 
10 recombination frequencies in a RAD54-A mutant of the chicken DT40 cell line. Cell 89 
: 185-193. 

Bhat, M. K., K. Ashizawa, et al. (1994). Phosphorylation enhances the target gene 
sequence-dependent dimerization of thyroid hormone receptor with retinoid X receptor. 
Proc Natl Acad Sci U S A 91 : 7927-793 1 . 

15 Bibikova, M., D. Carroll, et al. (2001). Stimulation of homologous recombination 
through targeted cleavage by chimeric nucleases. Mol Cell Biol 21 : 289-297. 

Bonifer, C, U. Jagle, et al. (1997). The chicken lysozyme locus as a paradigm for Hie 
complex developmental regulation of eukaryotic gene loci. J Biol Chem 272 : 26075- 
26078. 

20 Brenneman, M., F. S. Gimble, et al. (1996). Stimulation of intrachromosomal 
homologous recombination in human cells by electroporation with site-specific 
endonucleases. Proc Natl Acad Sci U S A 93 : 3608-3612. 

Buerstedde JM and Takeda S. (1991). Increased ratio of targeted to random integration 
after transfection of chicken B cell lines. Cell 67: 179-188. 

25 Buerstedde JM et al. (1990). Light chain gene conversion continues at high rate in an 
ALV-induced cell line. Embo J. 9 : 921-927. 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



67 

Burcin, M., R. Arnold, et al. (1997). Negative protein 1, which is required for function 
of the chicken lysozyme gene silencer in conjunction with hormone receptors, is 
identical to the multivalent zinc finger repressor CTCF. Mol Cell Biol 17 : 1281-1288. 

Ciejek, E. M., M. J. Tsai, et al. (1983). Actively transcribed genes are associated with 
5 the nuclear matrix. Nature 306 : 607-609. 

Cochet, M., F. Perrin, et al. (1979). Cloning of an almost full-length chicken 
conalbumin double-stranded cDNA. Nucleic Acids Res 6 : 2435-2452. 

Cohen-Tannoudji, M., S. Robine, et al. (1998). I-Scel-induced gene replacement at a 
natural locus in embryonic stem cells. Mol Cell Biol 18 : 1444-1448. 

10 Darling, D. S., R. L. Carter, et al. (1993). Different dimerization activities of alpha and 
beta thyroid hormone receptor isoforms. J Biol Chem 268 : 10221-10227. 

Dean, D. C, B. J. Knoll, et al. (1983). A 5 ! -flanking sequence essential for progesterone 
regulation of an ovalbumin fusion gene. Nature 305 : 55 1-554. 

Dean, D. C, R. Gope, et al. (1984). A similar 5 f -flanking region is required for estrogen 
15 and progesterone induction of ovalbumin gene expression. J Biol Chem 259 : 9967- 
9970. 

Dean, D. M., P. S. Jones, et al. (1996). Regulation of the chicken ovalbumin gene by 
estrogen and corticosterone requires a novel DNA element that binds a labile protein, 
Chirp-1. Mol Cell Biol 16 : 2015-2024. 

20 Dean, D. M., R. R. Berger, et al. (1998). A winged-helix family member is involved in a 
steroid hormone-triggered regulatory circuit. Endocrinology 139 : 4967-4975. 

Dean, D.M., Jones, P.S. et al. (2001). Alterations in chromatin structure are implicated 
in the activation of the steroid hormone response unit of the ovalbumin gene. DNA & 
Cell Biology 20: 27-39. 

25 Dierich, A., M. P. Gaub, et al. (1987). Cell-specificity of the chicken ovalbumin and 
conalbumin promoters. Embo J 6 : 2305-23 12. 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



68 

Dolle, A. and W. H. Stratling (1990). Genomic footprinting of proteins interacting with 
the chicken lysozyme promoter Gene 95 : 187-193. 

Dominguez-Steglich, M., J. M Jeltsch, et al. (1992). In situ mapping of the chicken 
progesterone receptor gene and the ovalbumin gene. Genomics 13 : 1343-1344. 

5 Donoho, G., M. Jasin, et al. (1998). Analysis of gene targeting and intrachromosomal 
homologous recombination stimulated by genomic double-strand breaks in mouse 
embryonic stem cells. Mol Cell Biol 18 : 4070-4078. 

Dronkert, M. L., H. B. Beverloo, et al. (2000). Mouse RAD54 affects DNA double- 
strand break repair and sister chromatid exchange. Mol Cell Biol 20 : 3 1 47-3 156. 

10 Elliott, B. and M. Jasin (2001). Repair of double-strand breaks by homologous 
recombination in mismatch repair-defective mammalian cells. Mol Cell Biol 21 : 2671- 
2682. 

Essers, J., R. W. Hendriks, et al. (1997). Disruption of mouse RAD54 reduces ionizing 
radiation resistance and homologous recombination. Cell 89 : 195-204. 

15 Evans, M. I. and G. S. McKnight (1984). Regulation of the ovalbumin gene: effects of 
insulin, adenosine 3',5 ! - monophosphate, and estrogen. Endocrinology 115 : 368-377. 

Faust, N., C. Bonifer, et al. (1999). Differential activity of the -2.7 kb chicken lysozyme 
enhancer in macrophages of different ontogenic origins is regulated by C/EBP and PU.l 
transcription factors. DNA Cell Biol 18 : 631-642. 

20 Fritton, H. P., A. E. Sippel, et al. (1983). Nuclease-hypersensitive sites in the chromatin 
domain of the chicken lysozyme gene. Nucleic Acids Res 1 1 : 3467-3485. 

Fritton, H. P., T. Igo-Kemenes, et al. (1987). DNase I-hypersensitive sites in the 
chromatin structure of the lysozyme gene in steroid hormone target and non-target cells. 
Biol Chem Hoppe Seyler 368 : 1 1 1-119. 

25 Fujitani, Y., K. Yamamoto, et al. (1995). Dependence of frequency of homologous 
recombination on the homology length. Genetics 140 : 797-809. 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



69 

Gannon, F., K. O'Hare, et al. (1979). Organisation and sequences at the 5' end of a 
cloned complete ovalbumin gene. Nature 278 : 428-434. 

Goethe, R. and P. V. Loc (1994). The far upstream chicken lysozyme enhancer at -6.1 
kilobase, by interacting with NF-M, mediates Iipopolysaccharide-induced expression of 
5 the chicken lysozyme gene in chicken myelomonocytic cells. J Biol Chem 269 : 31302- 
31309. 

Goethe, R. and L. Phi- van (1998). Posttranscriptional lipopolysaccharide regulation of 
the lysozyme gene at processing of the primary transcript in myelomonocytic HD11 
cells. J Immunol 160 : 4970-4978. 

10 Gossen, M. and H. Bujard (1992). Tight control of gene expression in mammalian cells 
by tetracycline- responsive promoters. Proc Natl Acad Sci U S A 89 : 5547-5551. 

Grajer, K. H., A. Horlein, et al. (1993). Hepatic nuclear factor 1 alpha (HNF-1 alpha) is 
expressed in the oviduct of hens and interacts with regulatory elements of the lysozyme 
gene. Biol Chem Hoppe Seyler 374 : 319-326. 

15 Grewal, T., M. Theisen, et al. (1992). The -6.1-kilobase chicken lysozyme enhancer is a 
multifactorial complex containing several cell-type-specific elements. Mol Cell Bio 1 
12: 2339-2350. 

Haecker, S. A., T. Muramatsu, et al. (1995). Repression of the ovalbumin gene involves 
multiple negative elements including a ubiquitous transcriptional silencer. Mol 
20 Endocrinol 9: 1113-1126. 

Hasty, P., M. Crist, et al. (1994). Efficiency of insertion versus replacement vector 
targeting varies at different chromosomal loci. Mol Cell Biol 14 : 8385-8890. 

Hasty, P., J. Rivera-Perez, et al. (1991). The length of homology required for gene 
targeting in embryonic stem cells." Mol Cell Biol 1 1 : 5586-5591. 

25 Hasty, P., J. Rivera-Perez, et al. (1 992). The role and fate of DNA ends for homologous 
recombination in embryonic stem cells. Mol Cell Biol 12 : 2464-2474. 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



70 

Hasty, P., J. Rivera-Perez, et al. (1995). Gene conversion during vector insertion in 
embryonic stem cells. Nucleic Acids Res 23 : 2058-2064. 

Hasty, P., J. Rivera-Perez, et al. (1991). Target frequency and integration pattern for 
insertion and replacement vectors in embryonic stem cells. Mol Cell Biol 1 1 : 4509- 
5 4517. 

Hecht, A., A. Berkenstam, et al. (1988). A progesterone responsive element maps to the 
far upstream steroid dependent DNase hypersensitive site of chicken lysozyme 
chromatin. Embo J 7 : 2063-2073. 

Himly M, DN Foster et al. (1998). The DF-1 chicken fibroblast cell line: transformation 
10 induced by diverse oncogenes and cell death resulting from infection by avian leukosis 
viruses. Virology 248 : 295-304. 

Huber, M. C, T. Graf, et al. (1995). Dynamic changes in the chromatin of the chicken 
lysozyme gene domain during differentiation of multipotent progenitors to 
macrophages. DNA Cell Biol 14 : 397-402. 

15 Hwung, Y. P., D. T. Crowe, et al. (1988a). The COUP transcription factor binds to an 
upstream promoter element of the rat insulin II gene. Mol Cell Biol 8 : 2070-2077. 

Hwung, Y. P., L. H. Wang, et al. (1988b). Differential binding of the chicken 
ovalbumin upstream promoter (COUP) transcription factor to two different promoters. 
J Biol Chem 263 : 13470-13474. 

20 Indra A.K., Warot X. Et al., (1999). Temporally-controlled site-specific mutagenesis in 
the basal layer of the epidermis: comparison of the recombinase activity of the 
tamoxifen-inducible Cre-ER(T) and Cre-ER(T2) recombinases. Nucleic Acids Res 27 : 
4324-4327. 

Ivanov, E. L. and J. E. Haber (1997). DNA repair: RAD alert. Curr Biol 7 : R492-495. 

25 Jantzen, K., H. P. Fritton, et al. (1986). The DNase I sensitive domain of the chicken 
lysozyme gene spans 24 kb. Nucleic Acids Res 14 : 6085-6099. 



WO 03/043415 



PCT7FR02/03992 



71 

Jasin, M. (1996). Genetic manipulation of genomes with rare-cutting endonucleases. 
Trends Genet 12 : 224-228. 

Jeltsch, J. M. and P. Chambon (1982). The complete nucleotide sequence of the chicken 
ovotransferrin mRNA. Eur J Biochem 122 : 291-295. 

5 Jeltsch, J. M., R. Hen, et al. (1987). Sequence of the chicken ovotransferrin gene. 
Nucleic Acids Res 15 : 7643-7645. 

Kato, S., L. Tora, et al. (1992). A far upstream estrogen response element of the 
ovalbumin gene contains several half-palindromic 5-TGACC-3' motifs acting 
synergistically. Cell 68 : 73 1 -742. 

10 Kawaguchi T, Nomura K, Hirayama Y, Kitagawa T. (1987). Establishment and 
characterization of a chicken hepatocellular carcinoma cell line, LMH. Cancer Res. 47 : 
4460-4463. 

Kida, S., Y. Miura, et al. (1995). Effects of insulin-like growth factor-I, estrogen, 
glucocorticoid, and transferrin on the mRNA contents of ovalbumin and conalbumin in 
15 primary cultures of quail (Coturnix coturnix japonica) oviduct cells. Comp Biochem 
Physiol C Pharmacol Toxicol Endocrinol 110 : 157- 164. 

Kim S et al. (1990). Ongoing diversification of the rearranged immunoglobulin light- 
chain gene in a bursal lymphoma cell line. Mol. Cell. Biol. 10: 3224-3231. 

Kim H., You S. et al. (2001). Increased mitochondrial-encoded gene transcription in 
20 immortal DF-1 cells. Exp Cell Res 265 : 339-347. 

Kimura, A., A. Nishiyori, et al. (1993). Chicken ovalbumin upstream promoter- 
transcription factor (COUP-TF) represses transcription from the promoter of the gene 
for ornithine transcarbamylase in a manner antagonistic to hepatocyte nuclear factor- 4 
(HNF-4). J Biol Chem 268 : 1 1 125-1 1 133. 

25 Klinge, C. M., B. F. Silver, et al. (1997). Chicken ovalbumin upstream promoter- 
transcription factor interacts with estrogen receptor, binds to estrogen response elements 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



72 

and half-sites, and inhibits estrogen-induced gene expression. J Biol Chem 272 : 31465- 
31474. 

Knoll, B. J., T. Zarucki-Schulz, et al. (1983). Definition of the ovalbumin gene 
promoter by transfer of an ovalglobin fusion gene into cultured cells. Nucleic Acids Res 
5 11 : 6733-6754. 

Kohne, A. C., A. Baniahmad, et al. (1993). NePl. A ubiquitous transcription factor 
synergizes with v-ERBA in transcriptional silencing. J Mol Biol 232 : 747-755. 

Kontaraki, J., H. H. Chen, et al. (2000). Chromatin fine structure profiles for a 
developmentally regulated gene: reorganization of the lysozyme locus before trans- 
10 activator binding and gene expression. Genes Dev 14 : 2106-2122. 

Kumar, S. and J. P. Simons (1993). The effects of terminal heterologies on gene 
targeting by insertion vectors in embryonic stem cells. Nucleic Acids Res 21 : 1541- 
1548. 

Leblanc P., Dastugue B. et al. (1999). The integration machinery of ZAM, a 
15 retroelement from Drosophila melanogaster, acts as a sequence -specific endonuclease. 
J Virol 73 : 7061-7064. 

Leblanc, P., Desset S. et al. (1997). invertebrate retroviruses : ZAM a new candidate in 
D.melanogaster.Embo J., 16 : 7521-7531. 

Ledermann, B. (2000). Embryonic stem cells and gene targeting. Exp Physiol 85 : 603- 
20 613. 

LeMeur, M., N. Glanville, et al. (1981). The ovalbumin gene family: hormonal control 
of X and Y gene transcription and mRNA accumulation. Cell 23 : 561-571. 

Li-Chan E. and S. Nakai. (1989). Critical reviews : Biochemical basis for the properties 
of egg white. Poultry Biology 2, 21-58. 



WO 03/043415 



PCT7FR02/03992 



73 

Loc, P. V. and W. H. Stratling (1988). The matrix attachment regions of the chicken 
lysozyme gene co^-map with the boundaries of the chromatin domain. Embo J 7 : 655- 
664. 

Lukacsovich, T. and A. S. Waldman (1999). Suppression of intrachromosomal gene 
5 conversion in mammalian cells by small degrees of sequence divergence. Genetics 151 : 
1559-1568. 

McReynolds, L., B. W. O'Malley, et al. (1978). Sequence of chicken ovalbumin mRNA. 
Nature 273 : 723-728. 

Metzger, D. and P. Chambon (2001). Site- and time-specific gene targeting in the 
10 mouse. Methods 24 : 71-80. 

Metzger, D., J. Clifford, et al. (1995). Conditional site-specific recombination in 
mammalian cells using a ligand-dependent chimeric Cre recombinase. Proc Natl Acad 
SciUS A 92: 6991-6995. 

Mink, S., B. Mutschler, et al. (1996). A novel function for Myc: inhibition of C/EBP- 
15 dependent gene activation. Proc Natl Acad Sci U S A 93 : 6635-6640. 

Mohammed, S. M., S. Morrison, et al. (1998). Deposition of genetically engineered 
human antibodies into the egg yolk of hens. Immunotechnology 4 : 1 15-125. 

Monroe, D. G. and M. M. Sanders (2000). The COUP-adjacent repressor (CAR) 
element participates in the tissue- specific expression of the ovalbumin gene. Biochim 
20 Biophys Acta 1517 : 27-32. 

Morrison, C, A. Shinohara, et al. (1999). The essential functions of human Rad51 are 
independent of ATP hydrolysis. Mol Cell Biol 19 : 6891-6897. 

Morrison, C, E. Sonoda, et al. (2000). The controlling role of ATM in homologous 
recombinational repair of DNA damage. Embo J 19 : 463-471 . 

25 Morrison, C. and S. Takeda (2000). Genetic analysis of homologous DNA 
recombination in vertebrate somatic cells. Int J Biochem Cell Biol 32 : 817-831, 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



74 

Moynahan, M. E., J. W. Chiu, et al. (1999). Brcal controls homology-directed DNA 
repair. Mol Cell 4: 511-518. 

Muramatsu, T. 5 H. Hiramatsu, et al. (1995). Induction of ovalbumin mRNA by ascorbic 
acid in primary cultures of tubular gland cells of the chicken oviduct. Comp Biochem 
5 Physiol B Biochem Mol Biol 1 12 : 209-216. 

Nguyen-Huu, M. C, M. Stratmann, et al. (1979). Chicken lysozyme gene contains 
several intervening sequences. Proc Natl Acad Sci U S A 76 : 76-80. 

Nau F. (1987). Synthase bibliographique, Le jaune d'oeuf, ENSA, INRA, . 

Nowock, J. and A. E. Sippel (1982). Specific protein-DNA interaction at four sites 
10 flanking the chicken lysozyme gene. Cell 30 : 607-615. 

Pain B, Chenevier P, Samarut J (1999). Chicken embryonic stem cells and transgenic 
strategies. Cell Tissues Organs 165 : 212-219. 

Pain, B., M. E. Clark, et al. (1996). Long-term in vitro culture and characterisation of 
avian embryonic stem cells with multiple morphogenetic potentialities. Development 
15 122:2339-2348. 

Palmiter, R. D., E. R. Mulvihill, et al. (1981). Steroid hormone regulation of ovalbumin 
and conalbumin gene transcription. A model based upon multiple regulatory sites and 
intermediary proteins. J Biol Chem 256 : 7910-7916. 

Phillips, J. E. and M. P. Calos (1999). Effects of homology length and donor vector 
20 arrangement on the efficiency of double-strand break-mediated recombination in human 
cells. Somat Cell Mol Genet 25 : 91-100. 

Phi- Van, L., J. P. von Kries, et al. (1990). The chicken lysozyme 5' matrix attachment 
region increases transcription from a heterologous promoter in heterologous cells and 
dampens position effects on the expression of transfected genes. Mol Cell Biol 10 : 
25 2302-2307. 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



75 

Phi-van, L., C. Sellke, et al. (1998). An initiation zone of chromosomal DNA replication 
at the chicken lysozyme gene locus. J Biol Chem 273 : 18300-18307. 

Phi-Van, L. and W. H. Stratling (1996). Dissection of the ability of the chicken 
lysozyme gene 5' matrix attachment region to stimulate transgene expression and to 
5 dampen position effects. Biochemistry 35 : 10735-10742. 

Phi van, L. (1996). Transcriptional activation of the chicken lysozyme gene by NF- 
kappa Bp65 (RelA) and c-Rel, but not by NF-kappa Bp50. Biochem J 3 13 : 39-44. 

Phi-van, L. and W. H. Stratling (1999). An origin of bidirectional DNA replication is 
located within a CpG island at the 3" end of the chicken lysozyme gene. Nucleic Acids 
10 Res 27: 3009-3017. 

Porter, G., J. Westmoreland, et al. (1996). Homologous and homeologous 
intermolecular gene conversion are not differentially affected by mutations in the DNA 
damage or the mismatch repair genes RAD1, RAD50, RAD51, RAD52, RAD54, PMS1 
and MSH2. Genetics 143 : 755-767. 

1 5 Pereira, F. A., Y. Qiu, et al. (1995). Chicken ovalbumin upstream promoter transcription 
factor (COUP-TF): expression during mouse embryogenesis. J Steroid Biochem Mol 
Biol 53 : 503-508. 

Ramirez-Solis, R., A. C. Davis, et al. (1993). Gene targeting in embryonic stem cells. 
Methods Enzymol 225: 855-878. 

20 Regenhard, P., R. Goethe, et al. (2001). Involvement of PKA, PKC, and Ca2+ in De- 
activated expression of the chicken lysozyme gene. J Leukoc Biol 69 : 651-658. 

Renkawitz, R., G. Schutz, et al. (1984a). Sequences in the promoter region of the 
chicken lysozyme gene required for steroid regulation and receptor binding. Cell 37 : 
503-510. 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



76 

Renkawitz, R., H. Beug, et al. (1982). Expression of a chicken lysozyme recombinant 
gene is regulated by progesterone and dexamethasone after microinjection into oviduct 
cells. Cell 31 : 167-176. 

Renkawitz, R., U. Danesch, et al. (1984b). Steroid controlled expression of the chicken 
5 lysozyme and the rat tryptophan oxygenase gene after transfer into eukaryotic cells. J 
Steroid Biochem 20 : 99-104. 

Robine, S., F. Jaisser, et al. (1997). Epithelial cell growth and differentiation. IV. 
Controlled spatiotemporal expression of transgenes: new tools to study normal and 
pathological states. Am J Physiol 273 : G759-762. 

10 Robinson, C. E., X. Wu, et al. (1999). A corepressor and chicken ovalbumin upstream 
promoter transcriptional factor proteins modulate peroxisome proliferator-activated 
receptor- gamma2/retinoid X receptor alpha-activated transcription from the murine 
lipoprotein lipase promoter. Endocrinology 140 : 1586-1593. 

Sanders, M. M. and G. S. McKnight (1988). Positive and negative regulatory elements 
15 control the steroid- responsive ovalbumin promoter. Biochemistry 27 : 6550-6557. 

Sargent, R. G., M. A. Brenneman, et al. (1997). Repair of site-specific double-strand 
breaks in a mammalian chromosome by homologous and illegitimate recombination. 
Mol Cell Biol 17:267-277. 

Sargent, R. G., J. L. Meservy, et al. (2000). Role of the nucleotide excision repair gene 
20 ERCC1 in formation of recombination-dependent rearrangements in mammalian cells. 
Nucleic Acids Res 28 : 3771-3778. 

Sarig, R., V. Mezger-Lallemand, et al. (2000). Increased efficiency of homologous 
recombination in ES cells by cleavage at both ends of homology in the targeting vector. 
Transgenic Res 9 : 79-80. 

25 Sauveur B. (1988). Reproduction des volailles et production d'ceufs. ENRA eds 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



77 

Sawaya, B. E., O. Rohr, et al. (1996). Chicken ovalbumin upstream promoter 
transcription factor, a transcriptional activator of HIV- 1 gene expression in human brain 
cells. J Biol Chem 271 : 23572-23576. 

Sawicki, J. A., B. Monks, et al. (1998). Cell-specific ecdysone-inducible expression of 
5 FLP recombinase in mammalian cells.Biotechniques 25 : 868-870, 872-875. 

Schaeffer, E., M. A. Lucero, et al. (1987). Complete structure of the human transferrin 
gene. Comparison with analogous chicken gene and human pseudogene. Gene 56 : 109- 
116. 

Schweers, L. A., D. E. Frank, et al. (1990). The steroid-dependent regulatory element in 
10 the ovalbumin gene does not function as a typical steroid response element. J Biol 
Chem 265 : 7590-7595. 

Schweers, L. A. and M. M. Sanders (1991). A protein with a binding specificity similar 
to NF-kappa B binds to a steroid-dependent regulatory element in the ovalbumin gene. J 
Biol Chem 266 : 10490-10497. 

15 Sensenbaugh, K. R. and M. M. Sanders (1999). Multiple promoter elements including a 
novel repressor site modulate expression of the chick ovalbumin gene. DNA Cell Biol 
18:147-156. 

Shcherbakova, O. G., V. A. Lanzov, et al. (2000). Overexpression of bacterial RecA 
protein stimulates homologous recombination in somatic mammalian cells. Mutat Res 
20 459:65-71. 

Shibata, H., Z. Nawaz, et al. (1997). Gene silencing by chicken ovalbumin upstream 
promoter-transcription factor I (COUP-TFI) is mediated by transcriptional corepressors, 
nuclear receptor-corepressor (N-CoR) and silencing mediator for retinoic acid receptor 
and thyroid hormone receptor (SMRT). Mol Endocrinol 1 1 : 714-724. 

25 Shinohara, M., E. Shita-Yamaguchi, et al. (1997). Characterization of the roles of the 
Saccharomyces cerevisiae RAD54 gene and a homologue of RAD54, RDH54/TID1, in 
mitosis andmeiosis. Genetics 147 : 1545-1556. 



WO 03/043415 



PCTVFR02/03992 



78 

Short, M. L. s J. Nickel, et al. (1996). Lysozyme gene expression and regulation. Exs 75: 
243-257. 

Short, M. L., J. Nickel, et al (1996). In vivo protein interaction with the mouse M- 
lysozyme gene downstream enhancer correlates with demethylation and gene 
5 expression. Cell Growth Differ 7 : 1 545-1550. 

Sippel, A. E., H. Land, et al. (1978). Cloning of chicken lysozyme structural gene 
sequences synthesized in vitro. Nucleic Acids Res 5 : 3275-3294. 

Skafar, D. F. and S. S. Seaver (1985). Desensitization of the chick oviduct to estrogen: 
mediation at different levels of gene expression. Endocrinology 116: 1755-1762. 

10 Skoufos, E. and M. M. Sanders (1992). Regulation of expression of the chicken 
ovalbumin gene: interactions between steroid hormones and second messenger systems. 
Mol Endocrinol 6 : 1412-1417. 

Steiner, C, M. Muller, et al. (1987). Lysozyme gene activity in chicken macrophages is 
controlled by positive and negative regulatory elements. Nucleic Acids Res 15 : 4163- 
15 4178. 

Stevens L. (1991). Egg white proteins. Comp. Biochem. Physiol. 100B, 1-9. 

Stief, A., D. M. Winter, et al. (1989). A nuclear DNA attachment element mediates 
elevated and position- independent gene activity. Nature 341 : 343-345. 

Takata, M., M. S. Sasaki, et al. (2000). The Rad51 paralog Rad51B promotes 
20 homologous recombinational repair. Mol Cell Biol 20 : 6476-6482. 

Takata, M., M, S. Sasaki, et al. (1998). Homologous recombination and non- 
homologous end-joining pathways of DNA double-strand break repair have overlapping 
roles in the maintenance of chromosomal integrity in vertebrate cells. Embo J 17 : 5497- 
5508. 

25 Templeton, N. S, (2000). Strategies for improving the frequency and assessment of 
homologous recombination. Methods Mol Biol 133 : 45-60. 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



79 

Te Riele, H., E. R. Maandag, et al. (1992). Highly efficient gene targeting in embryonic 
stem cells through homologous recombination with isogenic DNA constructs. Proc Natl 
Acad SciUS A 89: 5128-5132. 

Thompson, S., A. R. Clarke, et al. (1989). Germ line transmission and expression of a 
5 corrected HPRT gene produced by gene targeting in embryonic stem cells. Cell 56 : 
313-321. 

Theisen, M., A. Stief, et al. (1986). The lysozyme enhancer: cell-specific activation of 
the chicken lysozyme gene by a far-upstream DNA element. Embo J 5 : 719-724. 

Thomas, K. R. and M. R. Capecchi (1987). Site-directed mutagenesis by gene targeting 
10 in mouse embryo-derived stem cells. Cell 51 : 503-512. 

Vallier, L., J. Mancip, et al. (2001). An efficient system for conditional gene expression 
in embryonic stem cells and in their in vitro and in vivo differentiated derivatives. Proc 
Natl Acad Sci U S A 98 : 2467-2472. 

von der Ahe, D:, J. M. Renoir, et al. (1986). Receptors for glucocorticosteroid and 
15 progesterone recognize distinct features of a DNA regulatory element. Proc Natl Acad 
Sci US A 83 : 2817-2821. 

von Kries, J. P. and W. H. Stratling (1988). Lysozyme gene specific transcription in 
isolated hen oviduct nuclei. Int J Biochem 20 : 633-637. 

Wang, L. H., S. Y. Tsai, et al. (1987). Purification and characterization of chicken 
20 ovalbumin upstream promoter transcription factor from HeLa cells. J Biol Chem 262 : 
16080-16086. 

Woo, S. L., W. G. Beattie, et al. (1981). Complete nucleotide sequence of the chicken 
chromosomal ovalbumin gene and its biological significance. Biochemistry 20 : 6437- 
6446. 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



80 

Yagi T, Y. Ikawa, et al. (1990). Homologous recombination at c-fyn locus of mouse 
embryonic stem cells with use of diphtheria toxin A-fragment gene in negative 
selection. Proc Natl Acad Sci U S A 87 :991 8-9922. 

Yamaguchi-Iwai, Y., E. Sonoda, et al. (1998). Homologous recombination, but not 
5 DNA repair, is reduced in vertebrate cells deficient in RAD52. Mol Cell Biol 18 : 6430- 
6435. 

Yamaguchi-Iwai, Y., E. Sonoda, et al. (1999). Mrell is essential for the maintenance of 
chromosomal DNA in vertebrate cells. Embo J 18 : 6619-6629. 

Yanagawa, Y., T. Kobayashi, et al. (1999). Enrichment and efficient screening of ES 
10 cells containing a targeted mutation: the use of DT-A gene with the polyadenylation 
signal as a negative selection maker. Transgenic Res 8 : 2 15-221. 

Yancey- Wrona, J. E. and R. D. Camerini-Otero (1995). The search for DNA homology 
does not limit stable homologous pairing promoted by RecA protein. Curr Biol 5 : 
1149-1158. 

15 Yanez, R. J. and A. C. Porter (2000). Uracil incorporation into a gene targeting 
construct reduces the frequency of homologous and nonhomologous recombinants in 
human cells. Mutat Res 461 : 157-62. 

Yanez, R. J. and A. C. Porter (1999). Influence of DNA delivery method on gene 
targeting frequencies in human cells. Somat Cell Mol Genet 25 : 27-31 . 

20 Zheng, H. 5 P. Hasty, et al. (1991). Fidelity of targeted recombination in human 
fibroblasts and murine embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A 88 : 8067-8071. 



WO 03/043415 



PCT7FR02/03992 



81 

REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'une cellule aviaire pour la production d'une proteine exog&ne d'interet 
dans un animal appartenant a l'esp£ce aviaire, caracterisee en ce que ladite cellule est 
5 transform^ par un vecteur d'expression comprenant le g£ne codant pour ladite 
proteine, ladite cellule etant introduite soit dans la cavite sub-germinale d'un embryon, 
la circulation sanguine de Pembryon ou servant de source de noyau pour le transfert 
nucl&rire dans un ovocyte £nucl66 ou non, ou dont les chromosomes ont 6t6 d£truits. 

10 2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que le vecteur permet une 
expression tissu-specifique, en particulier dans l'oviducte, le foie, le sang, la moelle et 
les organes lymphoides. 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 et 2 caracterisee en ce que le vecteur est 
15 un vecteur de recombinaison homologue possedant des bras 5' et 3* d'homologie aux 

sequences d'un locus donne. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 14 3 caracterisee en ce que le locus cibl£ 
est selectionne parmi le locus de l'ovalbumine, des ovomucoi'des, de la conalbumine et 

20 du lysozyme. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que le vecteur de 
recombinaison homologue comprend dans une base plasmidique un enchainement de au 
moins un Element pris successivement parmi 

25 a) un fragment d'ADN genomique contenant le bras d'homologie 5' du g&ne cibl6 
fusionn£ k, 

b) une sequence nucleotidique signal de secretion fusionn^e 

c) une courte sequence nucleotidique intronique fusionnee k 9 

d) la sequence nucleotidique codante pour la proteine d'interet fusionnee a, 
30 e) une sequence poly A de terminaison de la transcription fusionnee 



WO 03/043415 



PCT/FR02/03992 



82 

f) une cassette de selection positive comprenant un promoteur, un gdne de 
resistance k un agent de selection et une sequence poly A de terminaison de 
transcription, ladite cassette pouvant etre fusionnee a, 

g) un fragment d'ADN genomique contenant le bras d'homologie 3' du gene cible, 
5 h) une cassette de selection negative comprenant un promoteur, un gene assurant la 

transformation d'un substrat present dans le milieu de culture en une substance 
toxique pour la cellule qui exprime le gene et une sequence polyA de 
terminaison de transcription. 



10 6. Utilisation selon Tune des revendications pr6c£dentes caract&isee en ce que le 
vecteur comprend d) la sequence codante pour la proteine exogfene fusionnee en son 
extremite 5' avec c) une courte sequence intronique en particulier comprenant la 
sequence SEQ ID N° 1 elle meme fusionnee avec e) une sequence peptide signal de 
secretion, en particulier la sequence codante pour le peptide signal du lysozyme 

1 5 comprenant la sequence SEQ ID N° 2. 

7. Utilisation selon Tune des revendications pr£c£dentes caract£ris6e en ce que le 
vecteur comprend d) la sequence codante pour la proline exog£ne fusionnee en son 
extr&nite 3' avec une sequence poly A. 

20 

8. Utilisation selon Tune des revendications pr6c£dentes caracterisee en ce que le 
vecteur comprend au moins une sequence IRES en fusion avec au moins deux 
sequences codantes pour la proteine d'interet exogene. 

25 9. Utilisation selon Tune des revendications pr6cedentes caract£ris6e en ce que le 
vecteur comprend au moins une sequence IRES en fusion avec au moins deux 
sequences codantes pour diffSrentes chaines constituant une proline d'int£r6t, en 
particulier les chaine lourde et 16gere d'un anticorps de quelque nature que ce soit, en 
particulier un anticorps monoclonal, un fragment fab. 
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10. Utilisation selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
sequence IRES est prise dans le groupe des sequences IRES de groupe I ou de groupe 

11. en particulier les sequences V130, Idemfix, Zam, 

5 11. Utilisation selon Tune des revendications 1 et 2 caracterisee en ce que le vecteur est 
un vecteur d'expression comprenant la sequence codante pour la proteine d'interet 
fusionnee avec au moins un element pris parmi 

a) un promoteur, en particulier selectionne parmi les promoteurs des genes de 
l'ovalbumine, des ovomucoides, de la conalbumine et du lysozyme, 
1 0 b) une sequence peptide signal 

c) une sequence nucl6otidique polyA de terminaison de transcription. 

12. Utilisation selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce que le 
vecteur d'expression comprend une sequence IRES fusionnee avec au moins deux 

15 sequences codantes pour la meme proteine d'interet ou pour des sequences codantes 
diffcrentes 

13. Utilisation selon l'une des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
cellule est une cellule aviaire embryonnaire primaire. 

20 

14. Utilisation selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
cellule est une cellule aviaire embryonnaire souche,en particulier les cellules 
embryonnaires souches issues de la mise en culture de blastodermes. 

25 15. Utilisation selon l'une des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
cellule embryonnaire aviaire presente un phenotype alcaline phosphatase positive, en 
particulier un phenotype de cellule souche embryonnaire alcaline phosphatase positive. 

16. Utilisation selon l'une des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
30 cellule embryonnaire aviaire reagit specifiquement avec au moins un anticorps 
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selection^ parmi ECMA-7, SSEA-1, SSEA-3, TEC-01, EMA-1 et EMA-6, en 
particulier une cellule souche embryonnaire, une cellule germinale embryonnaire. 

17. Utilisation selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
5 cellule est une cellule aviaire primaire de phenotype defini en particulier pour un 

fibroblaste primaire, une cellule epitheiiale, une cellule endothelial. 

18. Utilisation selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
cellule est une cellule aviaire d6riv£e d'une cellule embryonnaire primaire et etablie 

10 spontan£ment en culture ou a l'aide de differents agents immortalisants, en particulier 
les cellules d£riv6es des cellules souches embryonnaires induites a differencier sous 
Taction de differents agents inducteurs en particulier Facide retinoi'que, le 
dimethylsulfoxide, le TPA ou de conditions de cultures sp£cifiques, en particulier par la 
formation de corps embryoides 

15 

19. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 12 caracterisee en ce que la cellule est 
une cellule aviaire etablie en lignee, en particulier les cellules hepatiques LMH, les 
cellules monocytes HD11, les cellules fibroblastiques QT6. 

20 20. Utilisation selon Tune des revendications 13 a 19 caracterisee en ce que ladite 
cellule est transformee avec un vecteur d' expression exprimant une proteine de la 
famille Rad, en particulier la proteine Rad54. 

21. Procede d'obtention d'une cellule aviaire modifiee par un des vecteurs defini selon 
25 Tune des revendications Sail. 

22. Procede d'obtention d'une cellule aviaire modifiee selon la revendication 21 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes 

a) introduction du vecteur defini selon Tune des revendications 5 4 11 dans une 
30 cellule embryonnaire aviaire par une methode de transfection, en particulier a l'aide 
d'un liposome, d'un polycation ou par eiectroporation 
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b) selection des cellules par Paddition d'un agent de s61ection dans le milieu de 
culture, en particulier la g6n6ticine dans une gamme de concentration de 100 a 500 
ug/ml 

c) criblage des clones rSsistants et amplification. 

5 

23. Procede selon Tune des revendications 21 et 22 caracteris6 en ce que le vecteur de 
recombinaison cible le locus du lysozyme. 

24. ProcedS selon la revendication 21 a 23 caract£ris6 en ce que le surnageant de culture 
10 des clones recombin^s contient la proline exogdne d'int&St, en particulier apres 

induction du clone k Faide de diffcrents inducteurs,en particulier Pacide retinoi'que, le 
dim&hylsulfoxide, le TPA ou de conditions de cultures sp£cifiques, en particulier par la 
formation de corps embryoides. 

15 25. Procede selon la revendication selon Pune des revendications 21 a 24 caract6ris6 en 
ce que les deux alleles du locus cible sont modifies. 

26. Procede selon Pune des revendications 21 k 25 caracteris6 en ce que les cellules sont 
des cellules aviaires embryonnaires primaires. 

20 

27. Proc6d6 selon Pune des revendications 21 k 25 caracterise en ce que les cellules 
sont des cellules aviaires embryonnaires souches, en particulier les cellules 
embryonnaires souches issues de la mise en culture de blastodermes. 

25 28. Procede selon Pune des revendications 21 a 27 caracterise en ce que les cellules sont 
des cellules presentant un phenotype alcaline phosphatase positive, en particulier un 
phSnotype de cellule souche embryonnaire alcaline phosphatase positive. 



30 



29. Proc6d6 selon Pune des revendications 21 k 25 caracterise en ce que les cellules 
embryonnaires aviaires r^agissent spScifiquement avec au moins un anticorps 
selection^ parmi ECMA-7, SSEA-1, SSEA-3, TEC-01, EMA-1 et EMA-6. 
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30. Procede selon Tune des revendications 21 k 25 caracterise en ce que les cellules 
sont des cellules aviaires primaires de phenotype defiui en particulier pour un 
fibroblaste primaire, une cellule epitheiiale, ou une cellule endothelials 

5 

31. Procede selon Tune des revendications 21 a 25 caracterise en ce que les cellules sont 
des cellules aviaires d£riv6es d'une cellule embryonnaire primaire et etablie en lignee a 
Paide de differents agents immortalisants, en particulier les cellules derivees des 
cellules souches embryonnaires induites & differencier sous Taction de differents agents 

10 inducteurs en particulier I'acide retinoique, le dimethylsulfoxide, le TPA ou de 
conditions de cultures specifiques, en particulier par la formation de corps embryoi'des. 

32. Procede selon Tune des revendications 21 a 25 caracterise en ce que les cellules sont 
des cellules aviaires etablies en lignee, en particulier les cellules hepatiques LMH, les 

1 5 cellules monocytes HD 11, les cellules fibroblastiques QT6. 

33. Procede selon Tune des revendications 21 a 32 caracterise en ce que lesdites cellules 
sont transform£es avec un vecteur d' expression exprimant une proline de la famille 
Rad, en particulier la proteine Rad54. 

20 34. Procede selon Tune des revendications 21 a 33 caract6ris6 en ce que le milieu utilise 
comprend des anticorps anti-acide retinoique (ARMA). 

35. Procede selon Tune des revendications 21 a 34 caracterise en ce que le milieu utilise 
comprend une cytokine choisie dans le groupe constitu6 de LIF, IL-11, IL-6 et leurs 

25 differents melanges. 

36. Procede selon Tune des revendications 21 k 35 caracterise en ce que le milieu utilise 
comprend differents facteurs en particulier le SCF, FIGF-1, le bFGF, le CNTF et 
l'Oncostatine. 

30 
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37. Proceed d'obtention d'un animal appartenant a l'espece aviaire capable d'exprimer 
une proline exogene d'int&et, caract6ris£ en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
a) obtention de cellules aviaires modifies par le proc^de defini selon Tune des 
revendications 21 k 36, 

5 b) introduction de la cellule obtenue a l'etape a) dans la cavite sub-germinale d'un 
embryon, dans la circulation sanguine ou par transfert nucteaire du noyau de ladite 
cellule dans un ovocyte enuctee ou non enuclee, et 
c) incubation de l'embryon obtenu k P6tape c). 

10 38. Proc<§d6 selon la revendication 37 caracteris6 en ce que le vecteur utilis6 & l'etape a) 
permet une expression tissu-specifique, en particulier dans l'oviducte, le foie, le sang, la 
moelle et les organes lymphoides. 

39. Procede selon l'une des revendications 37 et 38 pour obtenir un animal appartenant 
15 h l'espece aviaire pr6sentant une expression tissu-specifique d'une proteine exogene 

d'intfrgt, caracteris6 en ce que le vecteur est un vecteur de recombinaison homologue 
possSdant parmi differents elements constitutifs n6cessaires a son fonctionnement des 
bras 5' et 3' d'homologie aux sequences d'un locus donne, notamment un locus 
selection^ parmi le locus de l'ovalbumine, des ovovmucoi'des, de la conalbumine et du 
20 lysozyme. 

40. Procedd selon l'une des revendications 37 a 39, caracterise en ce que le vecteur 
comprend la sequence codante pour la proteine exogene fusionnee avec au moins un 
<§16ment selection^ parmi une sequence intronique, une sequence peptide signal de 

25 secretion, en particulier le peptide signal du lysozyme comprenant la sequence SEQ ID 
No 2, une sequence poly A, un IRES et un promoteur, en particulier choisi parmi les 
promoteurs des gSnes de l'ovalbumine, des ovomucoi'des, de la conalbumine et du 
lysozyme. 
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41. Procede selon l'une des revendications 37 k 40, caracterise en ce que l'etape b) 
comprend en outre la transformation des cellules aviaires avec un vecteur exprimant une 
proline de la famille Rad, en particulier Rad54. 

5 42. Procede de production d'une proteine d'interet comprenant l'extraction de la 
proline exogene exprintee dans les tissus d'un animal obtenu a partir du proced6 selon 
l'une des revendications 37 k 41. 

43. Procede de production d'une proteine d'inter6t comprenant Fextraction de la 
10 proline exogene exprimee dans le surnageant des cellules issues du procede selon l'une 

des revendications 21 a 36. 

44. Procede selon la revendication 42 caracterise en ce que la proteine est extraite du 
sang, du j aune ou du blanc d' ceuf . 

15 

45. Animal appartenant a l'espfece aviaire susceptible d'etre obtenu a partir du procede 
selon l'une des revendications 37 a 41, caract6ris£ en ce qu'il exprime une proline 
exogene dans un tissu sp6cifique. 

20 46. Animal selon la revendication 45, caracterise en ce qu'il exprime une proteine 
exog&ne dans le foie, le sang, la moelle, les organes lymphoi'des ou Poviducte. 

47. (Euf susceptible d'etre obtenu a partir d'un animal selon l'une des revendications 45 
et 46, caracterise en ce qu'une partie de ces composants, en particulier l'ovalbumine, les 

25 ovomucoides, la conalbumine et le lysozyme soit partiellement ou totalement remplacSe 
par une proteine d'interet exogene, s&ectioiutee notamment parmi les peptides a interet 
therapeutique, les interleukines, les cytokines, les hormones, et les anticorps. 

48. CEuf susceptible d'etre obtenu a partir d'un animal selon la revendication 47, 
30 caracteris6 en ce qu'il comprend une proportion de proteine exogdne comprise entre 

quelques mg (1 k 10 mg) et 500 mg de matieres seches en lieu et place d'une partie ou 
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de la totalite d'au moins une proteine endog£ne, choisie notamment parmi 
l'ovalbumine, les ovomucoides, la conalbumine, le lysozyme et Tavidine. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> VIVALIS 

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE - INRA 
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE - CNRS 
ECOLE NORMALE SUPERIEURE DE LYON - ENS 

<120> Systeme d» expression de proteines exogenes dans un 
systeme aviaire 

<130> D 19 900 

<150> FR 01/15 111 
<151> 2001-11-22 

<160> 17 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 161 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : 

Sequence de 1'intron artif iciel des vecteurs pOvaRH et pLysoRH 

<400> 1 

gtaagtatca aggttacaag aattcgcggc cgctctagaa ctagtggatc ccccgggctg 60 
caggaattcg atatcaagct tataacttcg tataatgtat gctatacgaa gttatcccat 120 
cattggtctt actgacatcc actttgcctt tctctccaca g 161 



<210> 2 
<211> 54 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Peptide signal de secretion du lysozyme 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (54) 

<400> 2 

atg agg tct ttg eta ate ttg gtg ctt tgc ttc ctg ccc ctt get get 48 

Met Arg Ser Leu Leu He Leu Val Leu Cys Phe Leu Pro Leu Ala Ala 
15 10 15 

ctt ggt 54 
Leu Gly 



<210> 3 
<211> 18 
<212> PRT 

<213> S6quence artificielle . 

<223> Description de la sequence artificielle: 
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Peptide signal de s€cr6tion du lysozyme 
<400> 3 

Met Arg Ser Leu Leu He Leu Val Leu Cys Phe Leu Pro Leu Ala Ala 
1 5 10 15 

Leu Gly 



<210> 4 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide cDNA-Smal AS 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (9) . . (34) 

<223> n signifie a, t, c ou g 

<400> 4 

atacccggnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnn 34 



<210> 5 
<211> 52 
<212> ADN 

<213> S6quence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide GE-Int-AS 

<400> 5 

aaccttgata cttactccaa gagcagcaag gggcaggaag caaagcacca ag 



<210> 6 
<211> 82 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide GE-Int-Ceu AS 

<400> 6 

tcgctacctt aggaccgtta tagttattgt aaccttgata cttactccaa gagcagcaag 60 
gggcaggaag caaagcacca ag 82 



<210> 7 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide IL-11 (-ATG) S 

<400> 7 

ctgaagcttg ttaactgtgt ttgccgcctg 



<210> 8 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide IL-11 3'ncRevAS 

<400> 8 

cgctctagat gtatgacaca tttaattccc 



<210> 9 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide Lyso 1-18 S 

<400> 9 

ggggaattcc atgggtatga ggtctttgct aat 



<210> 10 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide Lyso 1789 S 

<400> 10 

actatgacta ctggcaggag aatgaggaac 



<210> 11 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide Lyso 2859 S 

<400> 11 

acttgcacac ggaatatgga agggcatt 



<210> 12 
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<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide Lyso 3185 AS 

<400> 12 

gtttgcgtat agtcgtttta atgagggatg cgt 



<210> 13 
<211> 40 
<212> ADN 

<213> S€quence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide OvaL 1657 S 

<400> 13 

cgcgtctcga gccagagagc tcatcaattc ctgggtagaa 



<210> 14 
<211> 40 
<212> ADN 

<213> S6quence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide OvaL 7707 AS 

<400> 14 

cgcgtctcga gttctatatg gggtgtggtg acagagcaat 



<210> 15 
<211> 39 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide OvaL 80 AS 

<400> 15 

aattcggatc ccatgatggc aatggggcag tagaagatg 



<210> 16 
<211> 40 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide Oval-2995 S 

<400> 16 
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aattcggatc caacatttac tgggaagcac atctatcatc 40 



<210> 17 
<211> 57 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide SmaI3' in cDNA S 

<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (50) . . (57) 

<223> n signifie a, t, c ou g 

<400> 17 

atacccggga ttggtcttac tgacatccac tttgcctttc tctccacagn nnnnnnn 57 
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